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RIASSUNTO
È noto che il dismetabolismo delle purine è associato a disfunzioni 
psicomotorie ma non è chiaro il legame molecolare tra le alterazioni 
metaboliche  e  le  manifestazioni  neurologiche.  Ad  esempio  la 
deficienza  di  adenosina  deaminasi  (ADA),  enzima  che  catalizza  la 
deaminazione dell’adenosina e della deossiadenosina, è associata ad 
una grave immunodeficienza e anomalie nel funzionamento di molti 
organi  come  osso,  fegato,  reni  e  sistema  nervoso.  I  disturbi 
neurologici includono disordini nella coordinazione motoria, disabilità 
nell’apprendimento, iperattività, epilessia e deficit uditivi. Il trapianto 
di  midollo  osseo  è  in  grado  di  risolvere  i  problemi  del  sistema 
immunitario  ma  non  quelli  neurologici.  Per  lo  studio  dei  possibili 
meccanismi alla base delle manifestazioni neurologiche associate alla 
deficienza di ADA è stato utilizzato un modello di cellule gliali, la linea 
ADF, derivata da un astrocitoma umano. Un modello cellulare carente 
di ADA è stato costruito mediante il trattamento con un inibitore di 
questo  enzima,  la  deossicoformicina  (dCF)  e  l’aggiunta  di 
deossiadenosina (dAdo), che si accumula in assenza della suddetta 
attività  enzimatica.  Precedenti  ricerche  hanno  dimostrato  una 
diminuzione significativa di lattato in cellule trattate per almeno 4 h 
con 1  μM dCF e 120 μM dAdo rispetto ai controlli,  seguita da una 
diminuzione della vitalità ed un aumento dell’attività della caspasi-3. 
Lo  scopo  della  tesi  è  stato  quello  di  approfondire  lo  studio  del 
meccanismo di apoptosi indotta da dCF e dAdo. In particolare è stato 
investigato  se   sia  richiesta  la  fosforilazione  di  dAdo,  se  ci  siano 
variazioni  della  carica  energetica  e  della  funzione  mitocondriale  e 
l'eventuale  coinvolgimento  di  specie  reattive  dell'ossigeno  e  delle 
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caspasi-2  e  9.  La  vitalità  delle  cellule  trattate  con  dCF  +  dAdo 
aumenta se nel terreno viene aggiunto un inibitore della adenosina 
chinasi, suggerendo che la dAdo deve essere fosforilata per indurre la 
morte cellulare. Un trattamento di 15 ore comporta una diminuzione 
dei livelli di ATP e della carica energetica dell'adenilato e un accumulo 
di dATP. La diminuzione del lattato non è dovuta ad una variazione 
del  rapporto  NAD+/NADH,  che si  mantiene  inalterato  dopo  8  h  di 
trattamento.  Nelle  cellule  trattate  con  dCF  e  dAdo  il  citocromo c 
trasloca dal mitocondrio al citosol, evento che normalmente comporta 
l'attivazione della caspasi-9.  Nel nostro caso non è stato possibile 
riscontrare tale attivazione in accordo con risultati di altri Autori che 
hanno correlato la mancanza di attivazione con la presenza di una 
mutazione   di  questo  enzima  nelle  cellule  ADF.  Resta  ancora  da 
individuare il meccanismo di attivazione della caspasi-3, poiché non è 
stata riscontrata attivazione della caspasi-2, una caspasi iniziatrice in 
alcune condizioni sperimentali.
In  una  serie  di  esperimenti  è  stata  analizzata  al  microscopio 
confocale la fluorescenza associata ai mitocondri e la produzione di 
ROS  mitocondriali  mediante  l'utilizzo  di  MitoTracker  Green  e 
MitoTracker  Red  CM-H2XROS  rispettivamente.  Il  trattamento  con 
dAdo, dCF e la combinazione di entrambi per 15 ore aumenta sia il 
numero  di  mitocondri  sia  la  produzione  di  ROS  mitocondriali. 
L'aumento di ROS non sembra causare la morte cellulare indotta da 
dCF  +  dAdo  poiché  si  riscontra  anche  in  trattamenti  che  non 
modificano  la  vitalità  (dCF  o  dAdo  singolarmente)  e  perché 
l'incubazione con antiossidanti quali N-acetilcisteina e melatonina non 
previene l'effetto di  dCF+dAdo sulla sopravvivenza cellulare. 
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ABSTRACT
The  link  between  purine  dysmetabolism  and  psychomotor 
dysfunctions  is  well  known  but  the  association  of  the  metabolic 
disorders with the neurological manifestations is still  not clear. For 
example, the deficiency of adenosine deaminase (ADA), the enzyme 
that  catalyzes  the  hydrolytic  deamination  of  adenosine  and 
deoxyadenosine,  is  associated  with  severe  immune deficiency and 
abnormalities in the functioning of many organs such as bone, liver, 
kidney and nervous system. Neurological abnormalities include motor 
coordination disorders, learning disability, hyperactivity, epilepsy and 
hearing  deficits.  Allogenic  bone  marrow transplantation  is  able  to 
revert  immune  system  impairments  but  not  the  neurological 
problems.  We used the human astrocytoma cell line ADF,  a model of 
glial  cell,  to  investigate  the  mechanisms  responsible  for  the 
neurological manifestations  associated with ADA deficiency. We have 
mimicked an adenosine deaminase-deficient situation by incubating a 
human  astrocytoma  cell  line  in  the  presence  of  deoxycoformycin 
(dCF), a strong adenosine deaminase inhibitor, and deoxyadenosine 
(dAdo),  which  accumulates  in  vivo  when the  enzyme is  deficient. 
Preliminary  experiments  have  shown  that  there  is  a  significant 
reduction in lactate production in cells incubated for at least 4 h with 
1 μM dCF and 120 μM dAdo compared to control,  followed by an 
increase of both cell mortality and caspase-3 activity. The aim of this 
thesis is to further investigate the apoptotic mechanisms induced by 
dCF  and  dAdo.  More  specifically  we  investigated  whether 
phosphorylation of  dAdo was required,  if  there  is  variation  in  the 
energetic charge  and in the mitochondrial function, and the possible 
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involvement of reactive oxygen species and caspases-2 and 9. The 
vitality of cells treated with dCF + dAdo increase if an inhibitor of 
adenosine  kinase  is  added  to  the  medium,  suggesting  that  dAdo 
needs to be phosphorylated to induce cellular death. When cells are 
treated for 15 hours there is a decrease in ATP concentration and 
energy charge, paired with an accumulation of dATP. The effect on 
lactate is not ascribable to alterations in NAD+/NADH ratio which is 
stable after 8 hours of treatment.  Cytochrome c release has been 
observed in treated cells. This usually leads to caspase-9 activation, 
but  in  our  case  we  did  not  observe  any  caspase-9  activation,  in 
agreement  with  other  Authors  that  have  correlated  the  lack  of 
activation with the presence  of a mutation in this enzyme in ADF 
cells.  Caspase-3  mechanism  of  activation  is  at  present  unclear 
because  we  have  not  observed  activation  of  caspase-2,  another 
initiator caspase in several experimental conditions. In another series 
of  experiments  we  analyzed  the  mitochondrial  associated 
fluorescence  and  the  production  of  mitochondrial  reactive  oxygen 
species (mROS) by confocal microscopy using  MitoTracker Green and 
MitoTracker Red CM-H2XROS respectively. The treatment with dAdo, 
dCF  and  the  combination  of  both  for  15  h  increases  both 
mitochondrial  mass  and  mROS  production.  The  cellular  death 
observed does not seems to be caused by mROS increase, since it is 
observed following  treatments that do not modify viability (dCF or 
dAdo alone) and because the incubation with antioxidants like  N-
acetylcisteine or melatonin does not prevent the effect of dCF+dAdo 
on cellular viability.
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ABBREVIAZIONI
ADA:  adenosina deaminasi 
ADP: adenosina-5'-difosfato
AIF: fattore che  induce l'apoptosi
AMP: adenosina-5'-monofosfato
Apaf-1: “apoptotic protease activating factor 1”, fattore 1 che attiva 
l'apoptosi
ATP: adenosina-5'-trifosfato
cAMP: adenosina 3’,5’-ciclica monofosfato  
CARD: “caspase recruitment domain”, dominio di reclutamento delle 
caspasi 
cGMP: guanosina 3’,5’-ciclica monofosfato 
dAdo: deossiadenosina
dCF: deossicoformicina
DD: “death domain”, dominio di morte 
DED: “death effector domain”, dominio effettore di morte
DEVD-pNA: Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-paranitroanalina 
dIno: deossiinosina
DISC: “death-inducing signaling complex”, complesso di segnalazione 
induttore di morte
dNTP: deossi-nucleosidetrifosfato
FADD: “Fas associated death domain”, dominio di morte associato a 
Fas
GFAP: “glial fibrillary acidic protein”, proteina fibrillare acida gliale
GSH: glutatione ridotto
GSSG: glutatione ossidato 
GST: glutatione-S-transferasi
Guo: guanosina
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HPLC: “high pressure liquid cromatography”, cromatografia liquida ad 
alta pressione
Hyp: ipoxantina
IAP: inibitori di proteine apototiche
IMP: inosina-5'-monofosfato
IP3:  inositolo  (1,4,5)-trifosfato
LDH: lattico deidrogenasi
LEHD-pNA: Acetil-Leu-Glu-His-Asp-paranitroanilina 
mDNA: DNA mitocondriale 
MnSOD: manganese superossido dismutasi mitocondriale
MPT: transizione di permeabilità mitocondriale
mROS: specie reattive dell’ossigeno mitocondriali
MT Green: MitoTracker Green 
MT Red:  MitoTracker Red CM-H2XROS 
MTT: bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NAC: N-acetilcisteina
PBS: tampone fosfato salino
Pea-15: “phosphoprotein enriched in astrocytes”-15, fosfoproteina 15 
abbondante in astrociti 
PEG: polietilenglicol  
PHGPx:  fosfolipide-idroperossido glutatione perossidasi
PIDD: proteina indotta da p53 con un dominio di morte 
pNA: paranitroanilina
PNP:  purina nucleoside fosforilasi  
PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato 
PRPS: fosforibosilpirofosfato sintetasi 
RIP 1: “Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1” , 
serina/treonina protein chinasi che interagisce con il recettore (di 
morte)
ROS: specie reattive dell'ossigeno
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SAHH: S-adenosil omocisteina idrolasi 
SCID: “severe combined immunodeficiency disease”, sindrome di 
immunodeficienza combinata grave
SMAC/DIABLO:  “second mitochondria-derived activator of 
caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI”, 
secondo attivatore mitocondriale delle caspasi, inibitore diretto della 
proteina associata a apoptosi con basso punto isoelettrico 
TNFR: “tumor necrosis factor receptor”, recettore del fattore di necro-
si tumorale
TRADD: “TNFR-associated death domain  RIP 1”, proteina con domi-
nio di morte associata al recettore del fattore di necrosi tumorale 
VDVAD-pNA: Acetil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-paranitroanalina
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CAPITOLO 1
INTRODUZIONE
1.1 Gli astrociti
Gli astrociti sono il sottotipo di cellule gliali più numeroso nel sistema 
nervoso,  devono  il  nome  alla  loro  caratteristica  forma  stellata 
osservabile al microscopio dopo l’impregnazione all’argento di Golgi. 
La proteina GFAP (glial  fibrillary acidic  protein),  localizzata sia nel 
corpo cellulare sia nei prolungamenti, costituisce i filamenti intermedi 
ed è la responsabile di questa colorazione.
Gli  astrociti  in  base  alle  loro  differenze  morfologiche  e  alla  loro 
localizzazione  anatomica  si  possono  dividere  in  due  principali 
sottogruppi,  astrociti  protoplasmatici  e  fibrosi.  Gli  astrociti 
protoplasmatici risiedono in tutta la porzione della materia grigia e 
possiedono diramazioni principali sulle quali si sviluppano numerose 
ramificazioni secondarie; questi prolungamenti avvolgono le sinapsi 
neuronali. Gli astrociti fibrosi invece fanno parte della materia bianca 
e sono dotati di meno prolungamenti ma di lunghezza maggiore con 
cui prendono contatto con i nodi di Ranvier  (Sofroniew et al., 2009). 
Si  suppone che siano proprio gli  astrociti  fibrosi  i  responsabili  del 
ruolo di supporto generalmente assegnato alle cellule gliali (Ricci et 
al., 2009).  Entrambi i tipi di astrociti formano un esteso sincizio di 
cellule gliali nel quale i neuroni sono strettamente inseriti. Infatti i 
citoplasma  dei  vari  astrociti  sono  fortemente  connessi  tra  di  loro 
tramite giunzioni gap. Queste connessioni si possono stabilire anche 
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tra astrociti e  neuroni o tra astrociti e  oligodendrociti. I canali di 
giunzione  permettono  la  diffusione  passiva  tra  le  cellule  e  sono 
permeabili a molecole di segnale endogene come inositolo  (1,4,5)-
trifosfato (IP3), glucosio e suoi metaboliti (Ricci et al., 2009) (Fig. 1).
Gli astrociti sono il principale sito di riserva di granuli di glicogeno nel 
sistema  nervoso  centrale  che  verrà  poi  utilizzato  nei  momenti  di 
attività neuronale intensa o di ipoglicemia (Sofroniew et al., 2009). 
In passato le cellule astrogliali erano considerate elementi passivi del 
sistema nervoso con funzione di supporto metabolico ai neuroni e di 
regolazione  dell'ambiente  extracellulare.  Alcune  prove  negli  ultimi 
anni  invece  hanno rilevato  che gli  astrociti  sono importanti  nella 
regolazione del  flusso sanguigno cerebrale.  Inoltre,  sono capaci  di 
ricevere segnali dai neuroni, rilasciano molecole neuroattive e sono 
coinvolti  nel  controllo  delle  funzioni  neuronali,  nelle  vie  di 
comunicazione  e  nella  plasticità.  Infatti  gli  astrociti  sebbene  non 
siano  eccitabili elettricamente,  possono  rilasciare  una  serie  di 
trasmettitori in risposta a stimoli chimici quali il calcio. Alterazioni del 
loro funzionamento sono associate a molte malattie come epilessia, 
emicrania ed ictus (Ricci et al., 2009).
Gli astrociti hanno un'attività metabolica molto intensa, forse anche 
maggiore  dei  neuroni.  Sono  responsabili  del  30% del  consumo di 
ossigeno sebbene occupino circa il  20% del volume della corteccia 
cerebrale (Hertz et al., 2007).
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Figura 1 Funzioni normali degli astrociti. 
(1) Le funzioni  degli  astrociti  includono la modulazione delle  funzioni  sinaptiche 
tramite  i  trasportatori  per  il  glutammato,  che  convogliano  il  glutammato  dallo 
spazio sinaptico nella cellula (2) La comunicazione tra astrociti avviene per mezzo 
del rilascio di ATP che va ad agire sui recettori purinici degli astrociti adiacenti. Il 
legame  di  ATP  attiva  la  fosfolipasi  C  con  conseguente  produzione  dell'inositolo 
trifosfato che risulta in una mobilitazione del calcio. (3) Le giunzioni gap creano un 
sincizio  di  astrociti  per  lo  scambio  di  piccole  molecole  e  comunicazione cellula-
cellula.  Le funzioni  metaboliche includono  (4) la rigenerazione del  glutammato 
neuronale attraverso il ciclo glutammato-glutammina e (5) il trasporto di glucosio 
dai  vasi  sanguigni.  (6)  La  regolazione  del  flusso  ematico  è  modulato  dalle 
terminazioni degli astrociti in prossimità dei vasi sanguigni. La vasodilatazione è 
mediata  tramite  il  rilascio  di  sostanze  vasoattive.(7)  Il  rilascio  di  glutammato 
potrebbe avvenire  a seguito  dell'aumento della  concentrazione intracellulare  del 
calcio  e  l'attivazione  di  altri  fattori   simili  alle  prostaglandine.  (8)  Il  rilascio  di 
glutammato  attraverso  i  connessoni  può  essere  indotto  in  vitro  attraverso 
l'abbassamento del calcio extracellulare.(9) Il legame del glutammato con i suoi 
recettori metabotropici libera il calcio intracellulare, portando al rilascio di sostanze 
vasodilatatorie. Abbreviazioni: Gln: glutammina; Glu: glutammato; IP3: inositolo 
trisfosfato; PLC: fosfolipasi C. Da Maragakis and Rothstein, 2006.
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1.1.1 Gli astrociti e regolazione dei livelli del lattato
Gli astrociti possiedono diramazioni che da un lato fanno contatti con 
i vasi sanguigni e dall'altro con i neuroni. La loro posizione pertanto è 
idonea  per  la  captazione  di  glucosio  dai  vasi  sanguigni  e  il 
rifornimento di  substrati  energetici  al  sistema nervoso in relazione 
all'attività sinaptica. Gli astrociti producono e rilasciano una serie di 
mediatori  molecolari  quali  prostaglandine,  ossido  nitrico  e  acido 
arachidonico capaci di regolare il flusso sanguigno (Sofroniew et al., 
2009).  Secondo la teoria dello shuttle del lattato (Fig. 2), gli astrociti 
sono i  responsabili  dell'assunzione del  glucosio dal  circolo ematico 
tramite l'elevato numero di trasportatori presenti. Il  glucosio viene 
convertito  in  lattato  dagli  astrociti  e  rilasciato  nel  parenchima.  In 
seguito, viene internalizzato dai neuroni dove è convertito in piruvato 
da parte della  lattico  deidrogenasi  e  metabolizzato  tramite il  ciclo 
degli  acidi  tricarbossilici  per la  produzione di  ATP.  Nei  momenti  di 
intensa  attività  i  neuroni  rilasciano  glutammato  nello  spazio 
extracellulare. L'ingresso del glutammato negli astrociti produce una 
variazione della concentrazione di Na+ che porterebbe ad un aumento 
della glicolisi e di conseguenza della produzione del lattato, che viene 
ceduto ai neuroni (Pellerin et al., 1994; Schurr, 2006; Belanger et al., 
2011). 
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Figura 2 Rappresentazione schematica dello shuttle del lattato.
Il glutammato rilasciato dalla sinapsi attiva i recettori glutammatergici ed è asso-
ciato ad un'intensa attività neuronale. Una grande porzione di glutammato rilascia-
to nelle sinapsi viene introdotto negli astrociti tramite i trasportatori per amminoa-
cidi (EAATs,  in particolare GLT-1 and GLAST) insieme a tre ioni  Na+ . Questo Na+ 
fuoriesce dalla cellula per mezzo della  Na+/K+ ATPasi, consumando ATP. In questo 
modo viene azionato negli astrociti l'utilizzo del glucosio non per via ossidativa e il 
suo assorbimento dalla circolazione attraverso i trasportatori per il glucosio GLUT1 
espressi sia dalle cellule endoteliali dei capillari sia dagli astrociti. Il piruvato deriva-
to dalla glicolisi è convertito in lattato dalla lattato deidrogenasi 5 (LDH5, espressa 
prevalentemente negli  astrociti)  e trasportato ai  neuroni attraverso trasportatori 
per i monocarbossilati (principalmente MCT1 e MCT4 in astrociti e  MCT2 in neuro-
ni).  Nei neuroni,  questo lattato può essere utilizzato come substrato energetico 
dopo la conversione a piruvato (Pyr) ad opera della LDH1 (espressa  principalmente 
nei neuroni).  I neuroni possono anche prendere il glucosio attraverso il trasporta-
tore per glucosio neuronale (GLUT3). In concomitanza gli astrociti partecipano al ri-
ciclaggio  del  glutammato  sinaptico  attraverso  il  ciclo  glutammato-glutammina. 
Dopo essere stato introdotto negli astrociti il glutammato viene convertito in glu-
tammina (gln) dalla  glutammina sintetasi (GS) e trasportato ai neuroni dove viene 
convertito  di  nuovo  a  glutammato dalla  glutaminasi  (GLS). Da Belanger  et  al., 
2011.
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La presenza  di  un sistema di  trasporto  specifico  per  il  lattato  nei 
neuroni sembra supportare questa tesi. Inoltre, l’attività sinaptica di 
una striscia di corteccia cerebrale può essere mantenuta in assenza 
di glucosio, se viene fornito lattato e piruvato quali fonti di energia 
(Pellerin et al., 2007). 
Tuttavia  la  teoria  dello  shuttle del  lattato  rimane  ancora  oggi  in 
discussione.  Per  alcuni  autori  le  prove  a  sostegno  di  tale  ipotesi, 
basate  soprattutto su risultati in vitro, non sono sufficienti; in vivo, 
l’aumento di lattato disponibile avverrebbe in maniera troppo lenta 
perché  possa  fornire  energia  ai  neuroni  durante  la  loro  attività. 
Inoltre,  il  glutammato  extracellulare  potrebbe  non  avere  origine 
neuronale (Fillenz, 2005; Korf, 2006).
1.1.2 Il metabolismo delle cellule tumorali
I gliobastomi sono i  tumori più comuni  del sistema nervoso negli 
adulti. Generalmente i pazienti affetti da questa patologia muoiono 
entro un anno della diagnosi e anche nei casi più favorevoli è difficile 
che l'aspettativa di vita sia più di due anni (Kleihues et al., 1995; 
Perry et al., 2012). I glioblastomi, come la maggior parte delle cellule 
tumorali, mostrano un metabolismo energetico modificato rispetto al 
tessuto  di  origine.  L'alterazione più  studiata  e  conosciuta  è  senza 
dubbio  l'aumento della capacità di glicolisi,  con un aumento degli 
enzimi  e  dei  trasportatori  coinvolti  in  questa  via.  Le  cellule 
neoplastiche  non  sempre  sono  raggiunte  dai  vasi  sanguigni  ed  è 
quindi vantaggioso avere una buona produzione energetica anche in 
condizioni  anaerobie,  tuttavia  l'attività  risulta  aumentata  anche  in 
presenza  di  alte  concentrazioni  di  ossigeno.  Data  la  proliferazione 
cellulare  accelerata  le  cellule  tumorali  potrebbero  aver  bisogno  di 
aumentare la glicolisi  per rifornirsi  di reagenti necessari al ciclo di 
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Krebs (Moreno-Sanchez et al., 2007).
1.1.3 Gli astrociti e lo stress ossidativo 
Rispetto ad altri organi, il cervello produce quantità elevate di specie 
reattive  dell’ossigeno  (ROS)  ma  apparentemente  ha  capacità 
antiossidanti  limitate.  E'  stato  riscontrato  che il  cervello  contiene 
basse concentrazioni di superossido dismutasi, catalasi e glutatione 
perossidasi  rispetto  al  fegato  o  al  rene. Diverse  patologie  sono  il 
risultato di eventi apoptotici causati dallo stress ossidativo dovuto ad 
una perturbazione dell'equilibrio tra la generazione di ROS e i sistemi 
detossificanti  (Circu and Aw,  2010).  Gli  astrociti  giocano un ruolo 
importante nella difesa contro la tossicità indotta dai ROS. Infatti tra 
le cellule del cervello sono quelle che contengono la maggior quantità 
di  antiossidanti.  In  particolare  è  stato  osservato  che  gli  astrociti 
forniscono i precursori extracellulari per il sistema antiossidante del 
glutatione (GSH) (Valdovinos-Flores et al., 2012).
1.2 I mitocondri
I mitocondri sono formati da due membrane, la membrana interna e 
la membrana esterna. Lo spazio compreso all'interno della membrana 
mitocondriale  interna  è  la  matrice  mitocondriale.  La  funzione 
principale  della  membrana  mitocondriale  interna  è  mantenere  un 
gradiente  protonico  che  viene  sfruttato  prevalentemente  per  la 
formazione  di  ATP.  Lo  spazio  delimitato  dalle  due  membrane  è 
chiamato spazio intermembrana. 
Molta  dell'energia  della  cellula  è  generata  dalla  fosforilazione 
ossidativa, un processo che richiede il coinvolgimento di 5 complessi 
enzimatici respiratori presenti nella membrana mitocondriale interna, 
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riuniti  nella  catena respiratoria  mitocondriale  (Fig.  3).  La funzione 
della  catena  respiratoria  può  essere  suddivisa  in  due  processi 
principali,  il  trasferimento esoergonico di  equivalenti  elettronici  dal 
NADH  e  dal  FADH2  all'ossigeno  molecolare,  un  processo  che  è 
accoppiato  al  trasferimento  di  protoni  attraverso  la  membrana 
interna,  e  la  sintesi  di  ATP  sfruttando  l'energia  accumulata  del 
gradiente  elettrochimico  protonico  della  membrana  interna.   Il 
trasferimento elettronico e il pompaggio dei protoni sono svolti dalla 
catena di trasporto di elettroni che è formata da quattro complessi (I-
IV).  Il  complesso I  o  NADH-ubichinone ossidoreduttasi  catalizza  il 
trasferimento di elettroni del NADH all'ubichinone. Il complesso II o 
succinato-ubichinone  ossidoreduttasi  catalizza  l'ossidazione  del 
FADH2. Anche in questo caso l'ubichinone è l'accettore di elettroni. Il 
complesso  III  o  ubichinolo-ferrocitocromo-C  ossidoreduttasi  è 
responsabile  del  passaggio degli  elettroni  trasferiti  sull'  ubichinone 
dai  complessi  precedenti  al  citocromo  c.  Il  complesso  IV  o 
ferrocitocromo-C-ossigeno  ossidoreduttasi   trasferisce  gli  elettroni 
direttamente sull'ossigeno molecolare. Ad esclusione del complesso II 
ogni reazione è accoppiata con una pompa protonica per generare  il 
potenziale transmembrana.  La sintesi di ATP è la seconda reazione 
fondamentale della fosforilazione ossidativa a carico del complesso V 
o  ATP sintasi.  Il  gradiente elettrochimico  generato  dalla  catena  di 
trasporto elettronico mitocondriale è sfruttato per condensare l'ADP e 
il fosfato inorganico in ATP.
Il  mitocondrio  ha  un  DNA  proprio  la  cui  vicinanza  alla  catena  di 
trasporto  di  elettroni  e  la  mancanza  di  istoni  lo  rendono 
particolarmente vulnerabile all'attacco di ROS. 
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                                                                   Effetti tossici
1.Perossidazione dei lipidi
2. Ossidazione delle proteine
3. Danno al mDNA
                                                              
      Effetti omeostatici
                                                1. Fattore di crescita
                                                2. Attivazione delle proteine non accoppiate
                                                3. Replicazione del mDNA
Figura 3 Fosforilazione ossidativa ed eliminazione dei ROS.
Nell’immagine è rappresentata la catena respiratoria mitocondriale, inclusa la via di 
eliminazione dei  ROS (OH•-).  Il  DNA mitocondriale  è disegnato come dei  cerchi 
dentro il mitocondrio. Lo ione OH•- è una specie reattiva dell’ossigeno tossica per le 
proteine, lipidi, DNA e i centri Fe-S. Abbreviazioni: ADP, adenosina 5-difosfato; ATP, 
adenosina 5-trifosfato; FAD/FADH2,  flavina adenina dinucleotide ossidata/ridotta; 
FeS,  centri  ferro-zolfo;  GPx,  glutatione  perossidasi;  NAD/NADH,  nicotinamide 
adenina  dinucleotide  ossidato/ridotto;  OH•-,  ione  idrossile;  Q/QH2 ubiquinone 
ossidato/ridotto;  SOD2,  superossido  deidrogenasi  mitocondriale;  TCA,  acido 
tricarbossilico. Da Di Donato, 2009. 
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1.3 Le specie reattive dell'ossigeno
La fosforilazione ossidativa non è un meccanismo perfetto, dato che 
circa lo 0,2% dell'ossigeno consumato durante la respirazione non è 
completamente  ridotto  ad  acqua  ma  è  invece  ridotto  solo 
parzialmente a formare ROS quali anione superossido e perossido di 
idrogeno  che  possono  essere  convertite  nello  ione  idrossile,  una 
molecola  altamente  reattiva  (Di  Donato,  2009)  (Fig.  3). A 
concentrazioni  fisiologiche  i  ROS  funzionano  come  messaggeri  e 
regolatori,  ma  concentrazioni  elevate  inducono  modificazioni 
ossidative  delle  macromolecole  (proteine,  lipidi,  acidi  nucleici)  e 
promuovono  la  morte  cellulare  (Circu  and  Aw,  2010). I  fattori 
scatenanti  lo  stress  ossidativo  possono  essere  diversi,  variando 
dall'ereditarietà alle mutazioni, da fattori ambientali come radiazioni 
o tossine a eventi puramente stocastici quali fluttuazioni metaboliche. 
La causa dello stress ossidativo non è la generazione di ROS per se 
ma piuttosto uno squilibrio spaziotemporale tra la produzione e la 
detossificazione  dei  ROS.  La  riduzione  parziale  dell'ossigeno  è 
termodinamicamente  favorevole  in  numerose  ossidoreduttasi 
mitocondriali.  Se  si  considera  che  il  superossido  è  velocemente 
trasformato  e  quindi  eliminato  dai  prodotti  la  reazione  diviene 
virtualmente irreversibile. I siti di produzione di ROS nei mitocondri 
sono molteplici e la quantità di ROS che producono è molto variabile 
a  seconda  del  tessuto  (e  della  specie),  tuttavia  si  possono 
riconoscere  due   siti  principali  dove  vengono  generati  i  ROS:  il 
complesso  I  e  il  complesso  III.  In  condizioni  normali  enzimi 
mitocondriali  come  la  manganese  superossido  dismutasi  e  la 
glutatione perossidasi sono in grado di mantenere un equilibrio nella 
concentrazione di ROS nella cellula minimizzando i danni che possono 
conseguire da queste molecole.  
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1.3.1 I sistemi di detossificazione
Il  primo  livello  di  difesa  dallo  stress  ossidativo   consiste  nella 
localizzazione  dei  ROS  all'interno  delle  membrane  mitocondriali, 
evitando che i danni si propaghino in tutta la cellula. Perché questo 
sia possibile,  le  membrane  sono protette  dalla  perossidazione ad 
opera dei ROS tramite l' alfa-tocoferolo e la fosfolipide-idroperossido 
glutatione  perossidasi.  Il  tocoferolo  è  un  potente  antiossidante 
liposolubile ubiquitario presente nelle membrane in grado di ridurre i 
radicali  lipidici  e  può  essere  rigenerato  dall  coenzima  Q ridotto  o 
dall'acido  ascorbico.  La  fosfolipide-idroperossido  glutatione 
perossidasi  (EC  1.11.1.12)  è  una  proteina  che  appartiene  alla 
famiglia  delle  glutatione  perossidasi  e  utilizza  GSH come fonte  di 
equivalenti riducenti. È l'unico enzima conosciuto in grado di ridurre i 
fosfolipidi perossidati all'interno delle membrane e ricopre quindi un 
ruolo importante nel sistema di difesa dai ROS.
Il secondo livello di difesa è  formato dagli enzimi che interagiscono 
con  i  ROS  generati  nel  mitocondrio.  Il  radicale  superossido  è  il 
substrato della manganese superossido dismutasi mitocondriale (EC 
1.15.1.1).  Questo  enzima  è  localizzato  esclusivamente  all'interno 
della matrice mitocondriale, e la sua funzione è quella di facilitare la 
dismutazione del radicale superossido a formare  H2O2 in modo da 
proteggere gli enzimi respiratori dall'attacco dell'anione superossido. 
All'interno dello spazio intermembrana risiede il citocromo c, che oltre 
ad avere un ruolo nella catena respiratoria è in grado di eliminare il 
superossido.  Il  citocromo c  ridotto  può  essere  rigenerato  dal  suo 
naturale accettore di elettroni, la citocromo c ossidasi, ed è in grado 
inoltre di generare la forza protonica che il mitocondrio utilizza per 
generare  ATP.  Sebbene  il  suo  ruolo  di  antiossidante  sia  stato 
dimostrato in laboratorio rimane ancora da approfondire l'efficienza in 
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vivo.
L'H2O2 può essere abbastanza tossica e viene smaltita da altri enzimi 
quali   la  catalasi  (EC  1.11.1.6)  che  la  converte  in  O2 e  H2O. La 
glutatione perossidasi  classica (EC 1.11.1.9),  che si  trova in molti 
compartimenti cellulari compresi la matrice mitocondriale e lo spazio 
intermembrana, utilizza il GSH per la riduzione di H2O2 a H2O. Questo 
enzima protegge i tessuti e i mitocondri contro lo stress ossidativo 
acuto  piuttosto  che partecipare  al  mantenimento  dell'equilibrio  tra 
ROS prodotti e sistemi di detossificazione (Andreyev et al., 2004).
Il GSH è un tripeptide con il tiolo della cisteina come gruppo attivo. 
La  concentrazione  di  GSH  mitocondriale  è  maggiore   di  quella 
citoplasmatica e costituisce il 10% del GSH presente nella cellula. I 
mitocondri mancano degli enzimi necessari per la biosintesi di GSH, e 
lo  captano  dal  citoplasma  grazie  a  una  serie  di  trasportatori 
specializzati. Nei mitocondri il GSH è utilizzato sia come donatore di 
elettroni rinnovabile sia in reazioni di coniugazione catalizzate dalla 
glutatione-S-transferasi  (GST)  (EC  2.5.1.18).  Il  GSH  ridotto  può 
detossificare  il  superossido  e  il  radicale  idrossile  in  assenza  o 
presenza di enzimi. In ogni caso il GSH è ossidato a GSSG che non 
può essere ritrasportato nel  citosol ma deve essere ridotto a GSH 
all'interno  della  matrice  dalla  glutatione-disolfuro  reduttasi  (EC 
1.8.1.7).
1.4 L'apoptosi
L'apoptosi,  nota  anche  come  morte  cellulare  programmata,  è  un 
fenomeno estremamente ben regolato di suicidio cellulare conservato 
durante l'evoluzione, necessario per lo sviluppo, la regolazione del 
sistema immunitario e per l'omeostasi di un organismo multicellulare. 
Una  cascata  di  enzimi  proteolitici  chiamati  caspasi  sono  il 
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componente  centrale  di  questo  processo,  che  risulta  nel  taglio  di 
substrati proteici, che termina nel disassemblaggio della cellula (Fig. 
4).   Uno  squilibrio  nel  processo  apoptotico  è  la  causa  di  molte 
malattie  dell'uomo  come  vari  tipi  di  cancro,  disordini 
neurodegenerativi,  e malattie autoimmuni,  rendendo le caspasi  un 
bersaglio  importante  per  l'intervento  terapeutico  (Double  et  al., 
2010; Feig and Peter, 2007; Ghavami et al., 2008; Kogel et al., 2010; 
Olsson and Zhivotovsky, 2011; Park, 2012). 
Le caratteristiche apoptotiche principali sono la frammentazione del 
DNA in segmenti nucleosomiali, l'aggregazione della cromatina, il ri-
gonfiamento delle membrane e la frammentazione della cellula apop-
totica in piccole vescicole chiamate corpi apoptotici. In questo modo 
le cellule apoptotiche possono essere rimosse in maniera rapida e pu-
lita tramite la fagocitosi ad opera delle cellule vicine e dei macrofagi. 
Tramite il processo apoptotico, i tessuti riescono a recuperare sostan-
ze utili evitando contemporaneamente la risposta infiammatoria.
L’apoptosi può essere innescata dall’oligomerizzazione dei recettori di 
membrana attraverso la via estrinseca, che porta all’attivazione della 
caspasi-8 (vedere paragrafo 1.5.1, “La caspasi-8”) e conseguente-
mente delle caspasi esecutrici 3 e 7) o attraverso la via intrinseca in-
nescata dal rilascio di componenti mitocondriali nel citoplasma (Fig. 
4). 
La via apoptotica estrinseca è responsabile dell'eliminazione delle cel-
lule non necessarie durante lo sviluppo, della maturazione del siste-
ma immunitario e della rimozione mediata dal sistema immunitario 
delle cellule tumorali. 
La via intrinseca elimina cellule danneggiate da radiazioni ionizzanti, 
farmaci  chemioterapici  o  che  hanno  subito  danni  mitocondriali.  A 
seguito  del  segnale  di  morte,  i  mitocondri  possono  diventare 
selettivamente  permeabili.  L'inizio  dell'aumento  della  permeabilità 
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della membrana mitocondriale esterna è regolato da proteine della 
famiglia  Bcl-2.  L'oligomerizzazione  di  Bax  è  richiesta  per  la 
permeabilizzazione,  mentre  i  membri  antiapoptotici  della  famiglia 
(Bcl-2,  Bcl-XL,  Mcl-1  e  Bcl-w)  interagiscono  con  i  membri 
proapoptotici Bax e Bak impedendo la loro oligomerizzazione. I pori 
formati da Bax/Bak permettono il rilascio di citocromo c, Smac/Diablo 
e  Omi/  HrTA2  che  innescano  l'attivazione  delle  caspasi-9  e  3,  e 
proteine  independenti  dalle  caspasi,  come  il  fattore  di  induzione 
dell'apoptosi (AIF) e l'endonucleasi G. 
Smac/Diablo  (second  mitochondria-derived  activator  of 
caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI) è 
un inibitore delle proteine inibitrici  dell'apoptosi.  In modo analogo, 
Omi/HtrA2 promuove l'attivazione delle caspasi legandosi al dominio 
BIR3 delle proteine  inibitrici delle caspasi. Nel caso di Omi/HtrA2 ci 
sono evidenze che l'interazione con le proteine inibitrici dell'apoptosi 
(IAP)  non  sia  l'unico  meccanismo  coinvolto  nella  morte.  L'attività 
proteasica che possiedono queste proteine una volta  rilasciate nel 
citosol  è  sufficiente  per  causare  morte  indipendente  da  caspasi 
(Suzuki et al., 2001).
Lo stress ossidativo favorisce l'uscita del citocromo c che in condizioni 
normali  si  trova  legato  alla  cardiolipina,  un  fosfolipide  della 
membrana interna. L'ossidazione della catena acilica della cardiolipina 
che  è  altamente  insatura  riduce  l'affinità   per  il  citocromo  c 
favorendone il rilascio (Nagley et al., 2010). 
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Figura  4 Schematizzazione delle vie apoptotiche.
L’apoptosi può essere innescata dall’oligomerizzazione dei recettori di membrana 
attraverso la via estrinseca, che porta all’attivazione della caspasi-8, che a sua vol-
ta attiva le caspasi esecutrici 3 e 7 e probabilmente anche la caspasi-6. La via in-
trinseca è innescata dal danno al DNA causato da mutageni, farmaci o radiazioni io-
nizzanti. Il suo meccanismo  include l’attivazione della caspasi-9 nell’apoptosoma 
formato da Apaf-1 e  dal citocromo c rilasciato dai mitocondri. L’attivazione della 
via estrinseca è regolata da FLIP, che modula il reclutamento della caspasi-8 alle 
molecole adattatrici. La fase esecutrice è regolata dall’inibizione diretta delle caspa-
si da XIAP, che può regolare anche la forma attiva della caspasi-9. A loro volta, le 
IAP si trovano sotto l’influenza di proteine antagoniste che competono con le ca-
spasi per le IAP.  Da Olsson and Zhivotovsky, 2011. 
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1.5 Le caspasi
L'apoptosi procede attraverso cambiamenti morfologici che sono di-
pendenti dall'attività delle caspasi. Le caspasi sono proteasi che pos-
siedono una cisteina nel sito attivo ed effettuano il taglio dei substrati 
dopo un residuo  Aspartato.  La specificità di una caspasi è determi-
nata da 4 residui amminoterminali al sito di taglio. Sono sintetizzate 
come zimogeni a singola catena e richiedono un processo di attiva-
zione altamente regolato (Park, 2012; Salvesen and Riedl, 2008).
Le caspasi sono suddivise in 2 gruppi principali in base alla loro se-
quenza di attivazione e al loro ruolo nell'apoptosi: le caspasi iniziatrici 
come la caspasi-2, 8, 9 e 10 e le caspasi esecutrici come la caspasi-3 
e 7. Le caspasi iniziatrici hanno un prodominio N-terminale per l'inte-
razione proteina-proteina e sono generalmente monomeriche nella 
proforma. Sono attivate e auto-processate attraverso la dimerizzazio-
ne indotta da complessi specifici conosciuti come DISC (death-indu-
cing signaling complex) per le caspasi-8 e 10, Apoptosoma per la ca-
spasi-9 e PIDDosoma per la caspasi-2. Una volta attivate, le caspasi 
iniziatrici  agiscono sulle caspasi  esecutrici  che hanno il  compito di 
processare i substrati necessari per la morte cellulare programmata.
1.5.1 La caspasi-8
 
La caspasi-8 è la caspasi  responsabile della trasmissione dei segnali 
apoptotici ad opera di Fas, il recettore per il fattore di necrosi tumo-
rale (TNFR) e dei recettori simili al TNFR. Il legame di Fas con il suo 
ligando recluta direttamente la proteina adattatrice FADD (Fas asso-
ciated death domain), la procaspasi-8, la procaspasi-10 e  c-FLIP al 
complesso DISC (death-inducing signaling complex). Al contrario il 
legame di TNFR con il suo ligando non recluta direttamente FADD o la 
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procaspasi-8 al  recettore ma procede tramite  due tappe svolte  in 
complessi differenti. Il complesso I legato alla membrana plasmatica 
viene formato rapidamente a seguito dell'attivazione del recettore e 
contiene il recettore stesso, la proteina adattatrice TRADD (TNFR-as-
sociated death domain), RIP 1 (una serina/treonina chinasi contenen-
te un dominio di morte) e TRAF-2 che portano all'attivazione del fat-
tore di trascrizione NF-κB. A questo punto il complesso I lascia il re-
cettore e forma un altro complesso stabile, il complesso II che si lo-
calizza prevalentemente nel citosol e contiene proteine apoptotiche 
come FADD, procaspasi 8 e procaspasi-10 ed è  questo complesso 
che porta alla morte cellulare. Come venga attivata la caspasi-8 da 
DISC o dal complesso II non è ancora completamente chiaro ma si 
pensa che coinvolga dimerizzazione indotta dalla vicinanza delle pro-
caspasi  e  processazione  autocatalitica  (Salvesen  and  Riedl,  2008; 
Park, 2012). La caspasi-8 oltre ad andare ad agire sulla caspasi-3, è 
in grado di tagliare RIP, caspasi-7 e 9. La procaspasi-8 si localizza 
nello spazio mitocondriale intermembrana, nella membrana mitocon-
driale interna e nella matrice. Si pensa che una volta ricevuto lo sti-
molo apoptotico la procaspasi-8 immagazzinata nei mitocondri sia ri-
lasciata e diventi disponibile nel citosol (Chandra et al., 2004). La ca-
spasi-8 una volta attivata va a sua volta a processare la caspasi-3 o 
la proteina Bid, generando così la forma troncata t-Bid. Quest'ultima 
trasloca alla membrana mitocondriale esterna e promuove l'oligome-
rizzazione di Bax o Bak per facilitare il rilascio dallo spazio intermem-
brana del citocromo c ed altre proteine proapoptotiche. 
La formazione di t-Bid lega la via estrinseca con la via mitocondriale 
o intrinseca, caratterizzata dal rilascio del citocromo c. 
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1.5.2 La caspasi-9
Il  citocromo c rilasciato nel  citosol,  forma un complesso chiamato 
apoptosoma insieme alla procaspasi-9 e Apaf-1 (apoptotic protease 
activating  factor  1).   Apaf-1  possiede  tre  domini  funzionali:  l'N-
terminale  responsabile  del  reclutamento  della  caspasi  (CARD, 
caspase recruitment domain), il dominio centrale di oligomerizzazione 
e  legame  dei  nucleotidi,  e  il  dominio  C-terminale  con  funzione 
regolatoria. La regione regolatoria normalmente mantiene Apaf-1 in 
uno stato autoinibitorio in una forma compatta ripiegata su se stessa 
(Kim et al., 2005). Il citocromo c, in presenza di dATP o ATP, dispiega 
la molecola rendendola in grado di formare un eptamero a forma di 
ruota con altre molecole di Apaf-1 leganti citocromo c nel cui anello 
centrale risiede il sito di legame per le procaspasi-9. In questo modo 
si  ipotizza avvenga un fenomeno di  dimerizzazione per  le  caspasi 
simile a quello descritto per le caspasi-8. A differenza delle caspasi-8 
però  questo  dimero  ha  solamente  un  solo  dominio  attivo,  l'altro 
mantiene la sua conformazione di zimogeno con l'apparato catalitico 
e  i  determinanti  per  la  specificità  disattivati  (Salvesen  and  Riedl, 
2008).
1.5.3 La caspasi-2
Sebbene la caspasi-9 sia la caspasi iniziatrice più comune  per la via 
intrinseca  è  stato  dimostrato  che  la  caspasi-2  è  coinvolta  nella 
risposta apoptotica al danno al DNA, alla deprivazione neurotrofica 
(Salvesen and Riedl, 2008), allo  stress ossidativo in cellule staminali 
neurali  (Tamm  et  al.  2012)  e  al  trattamento  con  analoghi 
dell’adenosina in cellule di astrocitoma umano (Ceruti et al., 2003).
La caspasi-2 è la più conservata durante l'evoluzione;  ha sequenze 
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omologhe  con  le  caspasi  iniziatrici  ma  la  sua  specificità  per  il 
substrato è più simile alle caspasi  esecutrici. La procaspasi-2 si trova 
nel citoplasma, nel complesso del Golgi ed è l'unica procaspasi ad 
essere  costitutivamente  presente  nel  nucleo  di  alcune  cellule. La 
caspasi-2 agisce a monte dei mitocondri ed è coinvolta nel taglio di 
Bid e nella traslocazione di Bax che risulta nel rilascio del citocromo c 
a seguito di danni al DNA ma in alcuni tipi di cellule può anche agire 
a valle di  questa via.  Il  PIDDosoma è il  complesso di  attivazione, 
composto da tre diverse proteine  PIDD, RAIDD e caspasi-2,  che 
interagiscono tramite i loro domini DD e CARD. Studi cristallografici 
sul PIDDosoma hanno rivelato che esso è composto da  5-7 molecole 
di RAIDD che interagiscono con 5 molecole di PIDD e 5-7 molecole di 
procaspasi-2 formando il  complesso di  aggancio della caspasi-2 a 
forma  circolare  (Park,  2012;   Vakifahmetoglu-Norberg  and 
Zhivotovsky, 2010). In alcuni modelli sperimentali, la mancanza dei 
costituenti dei complessi PIDD o RAIDD  non elimina la maturazione 
della  caspasi-2  ed  è  stata  proposta  l'esistenza  di  un'altra  via  che 
coinvolge DISC e la caspasi-8 (Olsson et al., 2009).  
1.5.4 Le caspasi esecutrici
In forte contrasto con le caspasi iniziatrici, gli zimogeni delle caspasi 
esecutrici 3 e 7 si presentano nel citosol come dimeri inattivi. Sono 
attivati dalla proteolisi dei linker tra i domini, ad opera di una caspasi 
iniziatrice o da un’ altra proteasi. Anche la caspasi-6, sebbene non sia 
stata ampiamente studiata, è classificata tra le caspasi esecutrici sia 
perché manca di un lungo prodominio sia perché si presume agisca 
ad un livello più tardivo rispetto a quelle iniziatrici. Il sito attivo pare 
sia  posizionato  su  loop  flessibili  piuttosto  che  in  zone  con  una 
struttura  secondaria  ordinata.  Le  caspasi  esecutrici  hanno  un  N-
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terminale più corto rispetto a quelle iniziatrici che pur non prendendo 
parte  al  meccanismo di  attivazione,  è  tuttavia  necessario  affinché 
esso avvenga in vivo  (Boatright and Salvesen, 2003; Salvesen and 
Riedl, 2008).
La caspasi-3 è la responsabile della maggior parte degli eventi pro-
teolitici che avvengono durante l'apoptosi. Studi recenti hanno evi-
denziato il suo ruolo in processi non apoptici necessari per il funzio-
namento del sistema nervoso  (Yakovlev and Gulyaeva, 2011).
1.6 Il metabolismo delle purine
I metaboliti purinici sono essenziali per la sintesi del RNA e del DNA 
oltre che per la produzione di trasduttori energetici, regolatori della 
crescita e coenzimi importanti.  I  nucleotidi  purinici,  principalmente 
l’ATP,  sono  coinvolti  nelle  vie  biochimiche  e  nei  trasferimenti  di 
energia nella cellula. L'adenosina e la guanosina insieme con le basi, 
adenina e guanina e i loro prodotti metabolici xantina e ipoxantina, 
possono  essere  rilasciate  nello  spazio  intracellulare  dove  agiscono 
come  molecole  segnale  intercellulari.  Inoltre  i  metaboliti  purinici 
hanno funzioni trofiche importanti che agiscono sullo sviluppo, sulla 
struttura e sul mantenimento delle cellule neuronali (Camici et al., 
2010). Considerando l'importanza delle purine e dei loro derivati non 
è strano che le fluttazioni nella sintesi e nel catabolismo delle purine 
possano alterare significativamente le funzioni della cellula. Sebbene 
siano  stati  raccolti  molti  dati  dai  pazienti  affetti  da  errori  nel 
metabolismo purinico, non è ancora chiaro il legame tra il disordine 
metabolico e le manifestazioni neurologiche. Questo indica che molti 
aspetti  sul  ruolo  dei  composti  purinici  nello  sviluppo  e  nelle 
funzionalità di molti organi rimangono sconosciuti.
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I  nucleotidi  purinici  possono  essere  sintetizzati  tramite  due  vie 
distinte. La prima via è la sintesi “de novo” (Fig. 5) in cui vengono 
utilizzati  materiali  di  partenza  semplici  quali  amminoacidi.  Le  basi 
vengono costruite  partendo dal 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) in 
10 reazioni consecutive.  Il prodotto finale è l'inositato (IMP) che può 
essere convertito in adenilato (AMP), a seguito di una sostituzione 
dell'atomo di  ossigeno  sul  carbonio  in  posizione 6  con  un  gruppo 
amminico, o in guanilato (GMP) tramite l'ossidazione dell'inositato a 
xantilato  (XMP)  e successiva aggiunta  di  un gruppo amminico  sul 
carbonio in posizione 2 (Camici et al., 2010). 
La  via  di  recupero  (Fig.  6)  permette  di  ottenere  purine  senza 
dispendio di energia. Le basi puriniche libere ricavate dal riciclo dei 
nucleotidi o introdotte tramite la dieta possono essere legate al PRPP. 
La formazione di adenilato a partire dalla adenina è a carico della 
adenina fosforibosiltrasferasi,  mentre l'inositato e il  guanilato sono 
formati  dalla  ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi  a  partire  da 
ipoxantina e guanina rispettivamente (Camici et al., 2010). 
E’  interessante  notare  che un  lieve  squilibrio  della  concentrazione 
delle purine potrebbe influenzare principalmente il metabolismo dei 
nucleotidi nei  mitocondri  piuttosto che nel  citosol  o nel nucleo. Le 
riserve di nucleotidi mitocondriali dipendono principalmente dalla via 
di  recupero e le divisioni  mitocondriali  avvengono anche in cellule 
post mitotiche come le cellule del sistema nervoso centrale. Inoltre il 
DNA mitocondriale  potrebbe avere un sistema di  riparazione degli 
errori meno efficiente del DNA nucleare (Druzhyna et al., 2008). 
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Figura 5 Schema della sintesi “de novo” dei nucleotidi purinici e la sua 
regolazione.
1: fosforibosilpirofosfato sintetasi; 2: fosforibosilpirofosfato-amido transferasi; 3: 
adenilsuccinato  liasi;  4:  5-ammino-4-imidazolocarbossamide  ribotide 
transformilasi/IMP cicloidrolasi; 5: IMP deidrogenasi; 6: adenilsuccinato sintetasi; 
7: guanosin monofosfato sintetasi; 8: AMP deaminasi; 9: nucleoside monofosfato 
chinasi; 10: nucleoside difosfato chinasi; 11: ribonucleotide reductasi; Enzimi 6,3, 
e 8 costituiscono il ciclo dei nucleotidi purinici. Abbreviazioni: AICAR: 5-amino-4-
imidazolocarbossamide ribotide; FAICAR: formil-AICAR; PRA: fosforibolsilammine; 
PRPP:  5-fosforibosil-1-pirofosfato;  SAICAR:  succinil-AICAR;  S-AMP:  succinil-AMP. 
Θ: inibizione. Da Camici et al., 2010.
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Figura 6  Schema del  catabolismo e della via di  ricupero dei  nucleotidi 
purinici.
1: 5’ nucleotidasi; 2: purina nucleoside fosforilasi; 3: adenosina deaminasi; 4: AMP 
deaminasi;  5:  guanasi;  6:  xantina  ossidasi;  7:  ipoxantina-guanina 
fosforibosiltransferasi;  8:  adenina  fosforibosiltransferasi;  9:  adenosina  chinasi. 
Abbreviazioni: PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato; AMP: adenosina-5’-monofosfato; 
GMP: guanosina-5’-monofosfato; IMP: inosina-5’-monofosfato; Ade: adenina; Ado: 
adenosina; Gua: guanina; Guo: guanosina; Hyp: ipoxantina; Ino: inosina; Xan: 
xantina; Θ: inibizione. Da Camici et al., 2010.
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1.7  Le  sindromi  neurologiche  pediatriche  e  il 
dismetabolismo purinico
Esistono  diverse  malattie  dovute  alla  mancanza,  deficienza  o 
iperattività  di  alcuni  degli  enzimi  coinvolti  nel  metabolismo  delle 
purine  (Camici  et  al.,  2010;  Jurecka,  2009).  Alcuni  dei  difetti 
enzimatici  sono  relativamente  benigni  e  non  causano  patologie, 
mentre  altri  sono  molti  gravi.  Il  dismetabolismo  delle  purine  è 
frequentemente  associato  a  disfunzioni  psicomotorie  ma il  legame 
molecolare  tra  lo  squilibrio  metabolico  e  le  manifestazioni 
neurologiche, nella maggior parte dei casi, è ancora poco chiaro. Gli 
enzimi  che  prendono  parte  al  metabolismo  delle  purine  e  che 
vengono  trattati  in  questa  tesi  sono  principalmente   l'adenosina 
deaminasi (ADA) e la purina nucleoside fosforilasi (PNP). 
1.7.1 L'adenosina deaminasi
L’ADA  (EC  3.5.4.4.)  è un  enzima  essenziale  per  le  reazioni 
cataboliche  delle  purine  che catalizza  la  deaminazione  idrolitica 
dell’adenosina  e  della  deossiadenosina.  Questi  nucleotidi  possono 
essere ulteriormente degradati ad acido urico o rientrare a far parte 
dell’insieme  di  nucleotidi  purinici.  L'ADA  è  presente  in  tutti  i  tipi 
cellulari ma la concentrazione di enzima varia enormemente tra i vari 
tessuti.  Sebbene  i  livelli  maggiori  di  ADA  siano  stati  trovati 
soprattutto nel tessuto linfoide anche nel cervello si  registrano alti 
livelli. La deficienza di ADA porta ad un accumulo di deossiadenosina 
e  deossiadenosina  trifosfato,  che  altera  le  reazioni  di  metilazione 
inducendo la via apoptotica nel linfociti T e inibendo la ribonucleotide 
reduttasi  interferendo  quindi  con  la  sintesi  di  DNA.  Alti  livelli  di 
adenosina portano anche ad una scorretta attivazione dei recettori 
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accoppiati a proteine G che regolano la concentrazione di AMP ciclico 
e  i  livelli  di  calcio.  Queste  variazioni  attivano  la  via  apoptotica  e 
l'arresto dello sviluppo delle cellule (Camici et al., 2010).
1.7.2 La purina nucleoside fosforilasi
La PNP (EC.2.4.2.1) catalizza la scissione del legame N-glicosidico fra 
basi e ribosio o deossiribosio dei nucleosidi purinici generando basi 
libere e zuccheri fosforilati in posizione C1. I substrati dell’enzima nei 
mammiferi sono inosina e guanosina ed i rispettivi deossinucleosidi, 
mentre l’adenosina e la deossiadenosina sono prima deaminate ad 
inosina e deossiinosina. La sua azione rappresenta la prima tappa 
nella  via  del  recupero  delle  basi  puriniche  che  porta  a  purina 
nucleoside  monofosfato  o  al  catabolismo  dei  nucleosidi.   Come 
avviene per la ADA, il deficit di PNP causa una malattia autosomica 
recessiva  caratterizzata  da  immunodeficienza  associata  a  problemi 
neurologici in due terzi dei casi (Camici et al., 2010).
1.8 Il deficit di ADA
La deficienza da ADA è un disordine del metabolismo purinico che 
porta ad forma autosomica recessiva di immunodeficienza combinata 
grave (SCID, severe combined immunodeficiency) caratterizzata da 
infezioni  ricorrenti  e  risposte  immunitarie  insufficienti  con  risvolti 
generalmente letali nei primi sei mesi di vita se non trattata (Aldrich 
et  al.,  2000). I  livelli  tossici  dei  metaboliti  purinici  dovuti  alla 
deficienza  di  ADA  possono  portare  inoltre  a  danni  epatici, 
dell'apparato scheletrico e ad alterazioni dello sviluppo del sistema 
nervoso centrale, oltre a sordità e alterazioni nel comportamento. La 
dAdo che si accumula in mancanza di una corretta attività dell'enzima 
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viene  convertita  in  deossiadenosina  trifosfato  (dATP)  ad  opera 
dell'adenosina  chinasi  e  successive  fosforilazioni  (Fig.  7).  Livelli 
elevati  di  dATP  possono  causare  l’inibizione  della  ribonucleotide 
riduttasi, portando all’inibizione della sintesi di deossinucleotidi e alla 
ridotta  capacità  di  riparare  il  DNA.  L’aumento  dei  livelli  di  dAdo 
inattiva  l’enzima S-adenosil  omocisteina  idrolasi  (SAHH),  portando 
all’accumulo  di  S-adenosil  omocisteina,  un  potente  inibitore  delle 
reazioni di transmetilazione. Elevati livelli di dATP hanno effetti tossici 
e  sono  correlati  al  QI  dei  pazienti  affetti  da  ADA-SCID.  Questa 
scoperta  implica  che  ci  sia  un  effetto  dose  dipendente  diretto  o 
indiretto sulle funzioni cognitive e riflette la relazione tra la gravitià 
dell'immunodeficienza e lo squilibrio metabolico (Aldrich et al., 2000; 
Rogers et al., 2001; Booth and Gaspar, 2009).
Figura 7 Accumulo di dATP a causa della deficienza di ADA.
In  mancaza  di  attività  dell'ADA   la  deossiadenosina  si  accumula  divenendo 
substrato per l'adenosina chinasi e di successivi passaggi di fosforilazioni che la 
convertono  in  deossiadenosina  trifosfato.  Abbreviazioni:  dAMP:  deossiadenosina 
monofosfato; dADP: deossiadenosina difosfato; dATP: deossiadenosina trifosfato.  
37
Alcuni  pazienti  vengono  trattati  somministrando  ADA  bovina 
accoppiata  con polietilenglicol (PEG-ADA), che protegge l’ADA bovina 
da  attacchi  proteolitici  ed  immunologici.  Questo  trattamento  è  in 
grado  di  rimediare  alle  alterazioni  metaboliche  e  migliora  la 
condizione  clinica  del  paziente,  ma  spesso  la  correzione 
dell'immunodeficienza non si mantiene nel tempo.  I principali limiti 
sono la  neutralizzazione degli  anticorpi  rivolti  verso  enzimi  bovini, 
l'auto-immunità  e  l'alto  costo  di  una  terapia  che  deve  essere 
sostenuta per tutto il corso della vita. In altri casi è stato eseguito il 
trapianto di midollo osseo. Questa terapia è in grado di ristabilire la 
corretta funzione del  sistema immunitario  ma  a lungo termine si 
osserva  un alto numero di anomalie neurologiche  che includono vari 
gradi  di  sviluppo  della  coordinazione  motoria,  ridotta  espressione 
verbale,  iperattività,  comportamenti  aggressivi,  problemi  sociali, 
deficit di attenzione e difficoltà di apprendimento che si aggravano 
con l'età del paziente (Honig et al.,  2007;  Rogers et al., 2001).
Recentemente  si  sta  studiando  il  trapianto  di  cellule  staminali 
ematopoietiche ricombinanti. I risultati hanno mostrato che l'utilizzo 
della  terapia  genica  sui  linfociti  del  sangue  periferico  permette  la 
correzione dei difetti delle cellule T ma le cellule staminali trasdotte 
con  ADA  sono  incapaci  di  ricostruire  il  sistema  immunitario  del 
ricevente. Inoltre l'uso della terapia genica è stato ostacolato dallo 
sviluppo di leucemia delle cellule T dovuto a mutagenesi inserzionale 
causata dal vettore retrovirale (Aiuti et al., 2004). 
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1.9 Risultati preliminari e scopo della tesi
Il  trapianto di midollo osseo è in grado di risolvere i problemi del 
sistema immunitario ma non esiste al momento una terapia in grado 
di  risolvere  i  problemi  neurologici.  Per  lo  studio  dei  possibili 
meccanismi alla base delle manifestazioni neurologiche associate alla 
deficienza di ADA è stato utilizzato un modello di cellule gliali, la linea 
ADF, derivata da un astrocitoma umano. Per mimare la deficienza di 
ADA le cellule sono state trattate con deossicoformicina (dCF),  un 
inibitore specifico, aggiungendo inoltre deossiadenosina (dAdo), che 
si accumula in assenza della suddetta attività enzimatica.
La deossicoformicina è un inibitore non competitivo dell'enzima ADA 
che mima strutturalmente lo stato di transizione che si ha durante la 
deaminazione dell'adenosina ad inosina (Agarwal et al., 1977). 
Precedenti ricerche svolte nel dipartimento di Biologia dell’Università 
di Pisa hanno dimostrato una diminuzione significativa di lattato nel 
terreno di coltura di cellule trattate per almeno 4 ore con 1 μM dCF e 
120 μM dAdo rispetto ai controlli, seguita da una diminuzione della 
vitalità  ed un aumento dell’attività della  caspasi-3 dopo 15 ore di 
trattamento (Garcia-Gil et al., 2012) (Fig. 8 - 10). Lo scopo della tesi 
è  stato  quello  di  approfondire  lo  studio  degli  effetti  della 
somministrazione di dCF e dAdo alle cellule di astrocitoma umano. In 
particolare è stato investigato se sia richiesta la fosforilazione della 
dAdo, se ci siano variazioni della carica energetica e della funzione 
mitocondriale,  l'eventuale  coinvolgimento  dello  stress  ossidativo  e 
delle caspasi-2 e 9.
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Figura 8 Effetto dell'inibizione dell'ADA con dCF sui livelli di lattato.
Le cellule sono state preincubate in presenza o in assenza di 1 μM dCF per 30 
minuti e 120 μM dAdo per i tempi indicati. Controllo (nero); solo dCF (giallo); solo 
dAdo (arancione); dAdo e dCF (blu). Il trattamento con dAdo e dCF induce una 
diminuzione del lattato significativa (p<0,01) dopo almeno 4 ore di trattamento. 
Da Garcia-Gil et al., 2012.
 
Figura 9 Effetto del trattamento con dCF sulla vitalità cellulare 
La vitalità cellulare è espressa come % di LDH rilasciata (pannelo superiore) e % di 
riduzione dell'MTT (pannelo inferiore) dopo  incubazione, rispettivamente, con 1 µM 
dCF da sola (colonne rigate), 120 µM dAdo da sola (colonne bianche) e  con dCF 
più dAdo (colonne grige) per i tempi indicati.  Da Garcia-Gil et al., 2012
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Figura  10 Effetto dell'inibizione dell'ADA sull'attività della caspasi-3  
Le cellule sono state incubate per i tempi indicati in presenza o assenza di 1 µM 
dCF e 120 µM dAdo. L'attività della caspasi-3 è stata misurata sugli estratti proteici. 
Da Garcia-Gil et al., 2012.
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CAPITOLO 2
MATERIALI E METODI
2.1 Materiali
Acetil-Leu-Glu-His-Asp-pNA (LEHD-pNA) (substrato per la caspasi-9) 
e Acetil-Val-Asp-Val-Ala-pNA (VDVAD-pNA) (substrato per la caspasi-
2 ) da Calbiochem, Merck (Nottingham, UK); Brilliant blu, cocktail di 
inibitori delle proteasi, deossiadenosina, Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM), 5’-ammino-5’deossiadenosina (NH2-dAdo), N-acetil 
cisteina  (NAC), N-acetil-5-metossitriptammina  (melatonina), 
bromuro  di  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio  (MTT), 
lattato deidrogenasi, alcol deidrogenasi, anticorpi monoclonali anti-β-
actina e anticorpi IgG anti-topo coniugati con perossidasi di rafano da 
Sigma  (Milano,  Italia);  dimetilsulfossido  (DMSO)  da  Carlo  Erba 
(Milano, Italia); MitoTracker Green (MT-Green) e MitoTracker Red CM-
H2XROS  (MT-CMX  ROS)  da  Molecular  Probes,  Invitrogen  (San 
Giuliano  Milanese,  Milano,  Italia);  RPMI  1640,  penicillina, 
streptomicina e tripsina da  Euroclone (Pero, Milano, Italia); Kit per 
la misura dell'attività della caspasi-2 da Biovision Research Products 
(Mountain  View,  California,  USA);  siero  fetale  bovino  (FBS)  e 
glutammina  da  Lonza  (Basel,  Svizzera);  glutammato–piruvato 
transaminasi  da  ICN  Biomedicals  (Irvine,  CA,  USA);  anticorpo 
monoclonale murino  anti-citocromo c da BD Biosciences PharMingen 
(Rockville,  MD,  USA).  Substrato  chemioluminescente  Super  Signal 
West Pico da Pierce (Rockford, IL, USA). dCF e la linea cellulare di 
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astrocitoma umano ADF sono state donate generosamente dal Dott. 
O. Sanfilippo (Istituto Tumori, Milano, Italia) e dal Dott. W. Malorni 
(Istituto  Superiore  della  Sanità,  Roma,  Italia)  rispettivamente. 
Immucillin  H  è  stata  gentilmente  fornita  dal  Dott.  Vern  Schramm 
(Yeshiva University, New York, New York, USA).
2.2 Congelamento e scongelamento delle cellule
Per  congelare  le  cellule  si  prepara  un  terreno  di  congelamento 
costituito da FBS (50%), DMEM (40%) e DMSO (10%). Raggiunta la 
confluenza, le cellule vengono staccate dalla piastra con la tripsina e 
vengono  centrifugate  a  300  g  per  6  minuti  a  4°C;  si  scarta  il 
sopranatante  e  le  cellule  vengono  risospese  nel  terreno  di 
congelamento appena preparato. La sospensione viene aliquotata in 
fiale da congelamento (una piastra da 10 cm di diametro per ml) che 
vengono  poste  a  -80°C;  dopo  24  ore  vengono  trasferite  nei 
contenitori per l’azoto liquido. Per scongelare le cellule si prelevano 
le fiale dal congelatore o dai contenitori per l’azoto liquido e vengono 
incubate in un bagno termostatico a 37°C per qualche minuto per far 
sì che lo scongelamento avvenga in modo rapido ed uniforme. 
Subito dopo le cellule, con il loro terreno di congelamento, vengono 
diluite con 7 ml di RPMI e centrifugate a 300 g per 6 minuti a 20°C. 
Il  sopranatante  viene eliminato  ed  il  pellet  risospeso  in  10 ml  di 
terreno  completo  (vedere  paragrafo  2.3,  “condizioni  di  coltura 
cellulare”  per  composizione)  viene  trasferito  a  una  piastra  da  10 
centimetri di diametro.
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2.3 Condizioni di coltura cellulare
Le  cellule  ADF  sono  coltivate  in  terreno  RPMI  1640  a  cui  viene 
aggiunto il 10% di FBS, 2 mM di glutammina, 100 UI/ml di penicillina 
e 100 μg/ml di streptomicina (terreno completo). Vengono tenute in 
un incubatore a 37°C in atmosfera umidificata con il 5% di CO2. In 
queste condizioni il tempo di duplicazione è di circa 42 ore. Le cellule 
vengono fatte crescere in piastre per colture cellulari Sarstedt da 6  o 
da  10   centimetri  di  diametro  (p60  e  p100  rispettivamente). 
Raggiunta la confluenza il terreno è rimosso,  eliminando le cellule 
morte che si sono staccate dal fondo della piastra. Segue un lavaggio 
con un tampone fosfato 10 mM contenente 150 mM di NaCl a pH 7,4 
(PBS).  A questo punto è aggiunta tripsina 0,025% - EDTA 0,01% 
(0,4 ml per le p60, 0,8 ml per le p100) lasciandola agire per 5 minuti 
in  modo che separi  le  cellule  le  une dalle  altre  e  dal  fondo della 
piastra. Al termine dei 5 minuti si osservano le cellule al microscopio 
ottico per verificare l'effettiva separazione, si risospendono in 3 ml di 
terreno completo per fermare l'azione della tripsina e si centrifugano 
a  20°C  per  6  minuti  a  300  g.  Si  elimina  il  sopranatante  e  si 
risospende il  pellet  in 3 ml di  terreno completo. Un'aliquota viene 
aggiunta  ad  una  piastra  con  sufficiente  terreno   a  ristabilire  le 
condizioni iniziali.
2.4 Condizioni sperimentali
Le cellule ADF sono coltivate partendo da una densità di 4,5x105 per 
cm2. Dopo tre giorni di coltura il terreno viene eliminato e le piastre 
vengono lavate con PBS. Le cellule sono preincubate per 30 minuti in 
presenza o assenza di dCF 1 μM in DMEM contenente 10 mM glucosio 
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e incubate con deossiadenosina 120 μM  per i tempi indicati  negli 
esperimenti. Il volume finale è di 250 μl in piastre da 24 pozzetti e 
3,6 ml nelle piastre da 60 mm di diametro. In alcuni  esperimenti 
sono stati aggiunti anche NAC in una concentrazione variabile da  0,5 
a 4 mM o melatonina   (20 e 200 µM). In un'altra serie di esperimenti 
le cellule sono state preincubate con immucillin H 0,5 μM, invece di 
dCF. Infine per gli esperimenti sull'inibizione della adenosina chinasi 
le cellule sono state preincubate oltre che con dCF anche con NH2-
dAdo.  Il  terreno  è  raccolto  ed  utilizzato  per  gli  esperimenti  di 
determinazione  dell'attività  della  lattato  deidrogenasi,  per  la 
determinazione del lattato o la determinazione dei metaboliti purinici.
2.5 Determinazione dei metaboliti purinici
A seguito dei trattamenti vengono prelevati 100  μl di terreno a cui 
vengono aggiunti  150 μl di metanolo freddo e mantenuti a -20°C per 
tutta  la  notte.  Il  giorno  seguente  essi  sono  essiccati  tramite  un 
evaporatore Speed-Vac, conservati a -20°C e risospesi in 100  μl di 
acqua MilliQ subito prima dell'analisi mediante HPLC a fase inversa 
con  il  metodo  di  Micheli  et  al.  (1999).  Tramite  un  software  si 
analizzano i picchi relativi a dIno, ipoxantina e dAdo.
Per la determinazione di AMP, ADP, ATP e dADP le piastre vengono 
lavate due volte con 2 ml di soluzione fisiologica fredda e tenute per 
15 minuti con 0,1 ml di acido perclorico 0,6 M freddo. Le cellule sono 
raccolte con un apposito rastrello e  vengono centrifugate a 10000 g 
per  5  minuti.  Il  sopranatante  è  trasferito  ad  un'altra  provetta, 
neutralizzato  con 15  μl  di  K2CO3 3,5 M e centrifugato  di  nuovo a 
10000 g per 5 minuti. Il pellet viene scartato ed il resto è analizzato 
tramite HPLC in maniera simile a quanto descritto precedentemente 
da Balestri et al., (2007).
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2.6 Determinazione del lattato
Vengono prelevati 150 μl di terreno di coltura per la determinazione 
del lattato, che è effettuata basandosi sull'ossidazione del lattato a 
piruvato  da  parte  dell'enzima  lattico  deidrogenasi,  che  usa  come 
cofattore  il  NAD+.  Il  NADH  prodotto  viene  rilevato  tramite  uno 
spettrofotometro  a  λ=340 nm (Martì  et  al.,  1997;  Balestri  et  al., 
2007). Per evitare la riconversione del piruvato in lattato alla miscela 
di reazione è aggiunta la glutammato-piruvato-transaminasi (GPT), 
che  in  presenza  di  glutammato  converte  il  piruvato  prodotto  in 
alanina.  La  reazione  inizia  con  l'aggiunta  di  27  U di  LDH  a  una 
miscela che contiene tampone glicin-glicina 200 mM - glutammato 40 
mM (pH  10),  NAD+ 4  mM,  7  U di  GPT,  un  volume  di  campione 
adeguato alla misurazione (20 – 150 μl)  e tampone Tris-HCl 20 mM, 
pH 7,4 in un volume finale di  500 μl.  Per la determinazione della 
concentrazione di NADH è stato utilizzato il valore di ε pari a 6,299 x 
106 M-1cm-1 a 340 nm (Martì et al., 1997).
2.7 Dosaggio del rapporto NADH/NAD+
Sia il NAD+  sia il NADH sono misurati monitorando la fluorescenza 
intrinseca emessa dal NADH a 460 nm a seguito di eccitazione a 340 
nm (Hohman et al., 1985). I nucleotidi piridinici sono stati analizzati 
in due estratti differenti perché l'estrazione acida distrugge il NADH e 
l'estrazione  basica  il  NAD+  (Theobald  et  al.,  1997).  Sono  state 
utilizzate piastre p60 incubate per 8 o 15 ore  in DMEM con aggiunta 
di glucosio, in presenza o assenza di dAdo e dCF (come descritto nel 
paragrafo  2.4,  “Condizioni  sperimentali”).  Dopo  l'eliminazione  del 
terreno e due lavaggi con PBS, viene aggiunto metanolo freddo al 
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60%. Le cellule vengono raccolte con un apposito rastrello, sonicate, 
tenute a -20°C per tutta la notte e centrifugate. Il contenuto proteico 
è stato determinato sul pellet seguendo il metodo di Peterson (1983). 
Il sovranatante è stato essiccato tramite Speed-Vac, risospeso in 500 
μl di acqua MilliQ e diviso in 2 aliquote. Per la quantificazione del 
NADH sono stati aggiunti 20 μl di 1 M KOH ad una aliquota di 200 μl. 
La miscela è mantenuta a 60° per 5 minuti  e  poi neutralizzata con 
20 μl di 1 M HCl (campione A). Per la quantificazione del NAD+ sono 
stati aggiunti 20 μl di 1M HCl all'altra aliquota di 200 μl. La miscela è 
neutralizzata  con  20  μl  di  1  M  KOH  (campione  B).  Per  la 
determinazione  del  NADH,  si   misura  in  una  cuvetta  di  quarzo 
l'aumento  di  fluorescenza  che  si  ottiene  aggiungendo  200  μl  del 
campione A a 800 μl di tampone  fosfato di sodio 120 mM pH 8,3. Per 
eliminare la fluorescenza non specifica viene aggiunto alla cuvetta 1 
μl di piruvato 0,1 M e 1 μl di LDH 2500 U/mL. La concentrazione di 
NADH nei campioni si ottiene comparando i valori ottenuti con una 
curva standard costruita con concentrazioni note. Per la misurazione 
del NAD+ si procede alla stessa maniera utilizzando il campione B. In 
questo caso si misura la differenza tra la fluorescenza prima e dopo 
aver  trasformato  il  NAD+ in  NADH   tramite  l'aggiunta  di  7  μl  di 
etanolo e 2 μl di alcol deidrogenasi 1% p/v.
2.8 Rilascio del citocromo c
Per l'analisi del rilascio del citocromo c sono state utilizzate piastre 
p60  trattate   come  descritto  nel  paragrafo  2.4,  "Condizioni 
sperimentali" per 8 o 15 ore.  Le piastre sono state lavate con PBS e 
le  cellule  raccolte  con  un  apposito  rastrello.  Le  cellule  vengono 
risospese in 20 μl di un tampone  a 4°C composto da:  250 mM 
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saccarosio,  1,5  mM  EGTA,  1,5  mM  EDTA,  1  mM  MgCl2,  1  mM 
ditiotreitolo, cocktail di inibitori di proteasi, e 25 mM Tris-HCl, pH 6,8 
e lisate con l'aggiunta di  digitonina (0,01% concentrazione finale) 
per 10 min a 4°C. Il lisato viene centrifugato a 800 g per 12 min per 
eliminare i mitocondri; il sopranatante ottenuto viene centrifugato a 
12000  g  per  10  minuti  in  modo  da  ottenere  l'estratto  citosolico 
(Giannecchini  et  al.,  2003).  Un'aliquota  viene  utilizzata  per  la 
determinazione del contenuto proteico e al resto dell'estratto viene 
aggiunto tampone di Laemmli (concentrazione finale: 2% SDS, 10 % 
glicerolo,  5  %  β-mercaptoetanolo,  0,02%  blu  di  bromofenolo  in 
0,0625  M  Tris-HCl,  pH  6,8)  per  sottoporlo  a  elettroforesi  dopo 
bollitura per 5 minuti. I campioni sono caricati in un gel al 15% di 
poliacrilammide  e  poi  trasferiti  in  una  membrana  di  Polivinilidene 
Fluoruro. La membrana viene bloccata tutta la notte con aggiunta di 
latte in polvere scremato al 3%  in PBS-Tween 0,05% v/v, incubata a 
temperatura  ambiente   per  un'ora  con  anticorpo  anti  citocromo c 
(diluito 1:2000  in PBS-Tween 0,05% ) e in seguito con anticorpo 
secondario coniugato con la perossidasi di rafano (diluito 1:2000 in 
PBS-Tween 0,05%). Ognuno di questi passaggi viene effettuato dopo 
tre lavaggi con PBS-Tween 0,05%.  Le proteine immunoreattive sono 
state visualizzate tramite chemioluminiscenza utilizzando un kit.  Al 
fine di verificare se la quantità di proteina caricata sia uguale in tutti i 
campioni si esegue lo stripping della membrana,  si blocca con latte 
al 3% per un ora e si incuba con anticorpo anti β-actina (1:10000, 1 
ora)   anticorpo  secondario  (1:10000,  1  ora)  e  viene  fatto  il 
rilevamento come sopra.
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2.9  Misurazione  dei  ROS  mitocondriali  e  del 
contenuto  mitocondriale  mediante  microscopia 
confocale
Per gli esperimenti di microscopia confocale, le cellule sono coltivate 
su vetrini di 13 mm di diametro in piastre da 24 pozzetti. In seguito 
ai trattamenti, le cellule sono lavate e incubate con 2 nM MitoTracker 
Red CM-H2XROS (MT Red) e 2 nM MitoTracker Green (MT Green) per 
30 minuti a 37°C con il 5% CO2. L'MT Red è usato per misurare la 
generazione di ROS nei mitocondri,  mentre l'MT Green è utilizzato 
per visualizzare la popolazione mitocondriale. 
La  fluorescenza  è  valutata  con  un  microscopio  confocale  TCS-NT 
Leica a scansione laser (Nussloch, Germania). La potenza del laser è 
mantenuta  al  10%  della  potenza  massima  per  evitare  sia  il 
fotodanneggiamento  delle  cellule  sia  il  fotobleaching  delle  sonde 
fluorescenti.  Le  immagini  sono  acquisite  con  una  risoluzione  di 
1024x1024 pixel e in media quattro volte per migliorare il rapporto 
segnale/rumore. Sono stati usati  obiettivi ad immersione 100x,  1,4 
NA; 63x, 1,4 NA;  e 40x, 1,2 NA (Leica, Nussloch, Germania). Sia le 
immagini  a  fluorescenza  sia  le  immagini  a  luce  trasmessa,  sono 
acquisite  su  fotomoltiplicatori  separati.  La  sonda  MT  Red  ROS  è 
eccitata con un raggio laser a 543 nm, mentre la sonda MT Green è 
eccitata a 488 nm e l'emissione è registrata, rispettivamente, a 599 e 
516 nm. La quantificazione è fatta successivamente con il software 
MetaMorph 5.0 (Universal Imaging, West Chester, PA) esprimendo la 
variazione degli mROS  come rapporto di emissioni F/ F0.
L'analisi delle immagini al microscopio confocale ha reso possibile la 
quantificazione della densità cellulare e della massa mitocondriale. I 
dati  sono  stati  calcolati  basandosi  esclusivamente  sulle  regioni 
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occupate  dalle  cellule.  Le  regioni  contenenti  cellule  sono 
caratterizzate  da  un'alta  varianza  della  luminanza  mentre  nelle 
regioni  di  fondo/background  la  varianza  locale  è  bassa.  Queste 
differenze sono state prese in considerazione per calcolare la densità 
cellulare,  usando un programma del  software MatLab,  che applica 
un'analisi  della  varianza  locale  al  canale  di  luce  trasmessa  per 
definire la superficie cellulare e tracciarne i contorni. 
Gli  esperimenti  di  microscopia  confocale  e  le  successive 
quantificazioni sono stati fatti sotto la supervisione della Dott.ssa L. 
Colombaioni, nel laboratorio di Neurofisiologia del CNR di Pisa. 
2.10 Saggio dell'MTT
Il  saggio dell'MTT viene usato per testare il  grado di  vitalità  delle 
cellule  in  coltura  (Mosmann,  1983;  Hansen  et  al.,  1989;  Liu  and 
Schubert,  1997).  Tale  saggio  si  avvale  della  capacità  delle 
deidrogenasi cellulari di ridurre l’anello tetrazolico della molecola di 
MTT  per  dare  un  sale  di  formazano  dal  colore  violetto  che,  non 
essendo  in  grado  di  attraversare  le  membrane  plasmatiche,  si 
accumula all’interno delle cellule vitali.
Dopo i  diversi  trattamenti  e la rimozione del  terreno di coltura, si 
aggiunge MTT sciolto in PBS ad una concentrazione finale pari a 0,5 
mg/ml  e si incuba a 37°C per 60 minuti.
Terminato  il  periodo  di  incubazione  l'MTT  è  eliminato  dai  pozzetti 
facendo attenzione a  non staccare le  cellule  dal  fondo e  vengono 
aggiunti 100 μl di DMSO nelle piastre da 96 pozzetti  (o 500 μl in 
quelle da 24). La piastra viene agitata per 10 minuti a temperatura 
ambiente per far sì che i cristalli del sale di formazano si sciolgano. 
Per quantificare il grado di vitalità cellulare viene effettuata la lettura 
dell’assorbanza tramite un lettore di piastre ELISA, ad una lunghezza 
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d’onda di 570 nm. 
2.11 Estratto proteico per la misura dell'attività delle 
caspasi
Le cellule, dopo aver  subito il trattamento in p60, sono incubate per 
30 minuti a 4°C in 50 μl di tampone di lisi contenente: 150 mM NaCl, 
1 mM DTT, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 1% Triton X-100, 10 μl /ml di 
inibitori di proteasi e Tris-HCl 20 mM pH 7,4. Durante l’incubazione le 
cellule vengono agitate ogni 10 minuti. Le provette, in cui è presente 
il lisato cellulare, sono centrifugate a 10000 g per 15 minuti a 4°C. Il 
sopranatante, che verrà utilizzato per la misurazione dell'attività delle 
caspasi, è congelato a -80°C fino al momento dell'utilizzo riservando 
un'aliquota per la determinazione della concentrazione proteica.
2.12 Caspasi-2
La misurazione dell’attività della caspasi-2 è effettuata nelle piastre 
da  96  pozzetti,  seguendo  le  istruzioni  del  kit,  che  consiglia  di 
utilizzare 150  μg di proteina in 50 μl di tampone di lisi a cui sono 
aggiunti 50 μl di tampone di reazione 2x contenente 1 mM DTT e 5 μl 
di substrato VDVAD-pNA 4 mM. La miscela di reazione viene incubata 
a  37°C  fino  a  4  ore  e  la  produzione  di  pNA  è  misurata 
spettrofotometricamente ad una lunghezza d'onda di 405 nm ogni 30 
minuti  con  un  lettore  di  piastre  Ultra  Microplate  Reader  Bio-TEK 
Instruments, Inc, utilizzando il software KC Junior. 
Viene costruita una retta di  calibrazione misurando l'assorbanza di 
concentrazioni note di  pNA nelle stesse condizioni  sperimentali.  La 
retta  di  calibrazione è identica sia utilizzando il  buffer  di  reazione 
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fornito dal kit, sia quello preparato secondo Talanian et al.  (1997) e 
Wang et al. (1994) costituito da 100 mM sodio acetato (pH 6,2), 20% 
(v/v) glicerolo, 5 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 0,1% (p/v)  albumina di 
siero bovino. 
2.13 Caspasi-9
La misurazione dell’attività della caspasi-9 è effettuata nelle piastre 
da 96 pozzetti utilizzando 100 μg di proteina in 25 μl di tampone di 
lisi, ai quali sono aggiunti 75 μl di tampone di reazione  contenente 
100 μM  Ac-LEHD-pNA , 50 mM Tris HCl pH 7,4; 10 mM DTT.
La  miscela  di  reazione  viene  incubata  a  37°C  fino  a  5  ore  e  la 
produzione  di  pNA  è  misurata  spettrofotometricamente  come 
precedentemente descritto per la caspasi-2.
2.14 Determinazione della concentrazione proteica
Per misurare la concentrazione delle proteine presenti negli estratti 
cellulari viene utilizzato il metodo di Bradford (Bradford, 1976). 
Il colorante di Bradford (Brilliant Blu 0,1 mg/ml, 0,05% di etanolo al 
96%,  0,1%  di  H3PO4 in  H2O)  si  lega  alle  proteine  formando  un 
complesso, rilevabile con lo spettrofotometro a 595 nm, che rimane 
stabile in un arco di tempo che va da 10 minuti ad un'ora. Come 
standard è utilizzata l'albumina di siero bovina.
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2.15 Analisi statistica
I dati sono espressi come media ± deviazione standard o media ± 
errore standard. La significatività è stata calcolata mediante  test T di 
Student o ANOVA a una via  seguiti da test di Siegel-Tukey. In alcuni 
casi  i  dati  sono  espressi  come  percentuale  rispetto  al  controllo, 
considerando come 100% le cellule non trattate. Tutti gli esperimenti 
sono eseguiti almeno in triplicato. 
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CAPITOLO 3
RISULTATI
3.1 Effetto dell'inibizione della ADA con dCF e dAdo sulla 
concentrazione dei metaboliti purinici
Dopo il trattamento con dCF e dAdo per diversi tempi (6, 8, 15 ore), è stata 
effettuata l'estrazione con acido perclorico come descritto in Materiale e Metodi 
e i  metaboliti  adenilici  intracellulari  sono stati  analizzati  tramite HPLC. Sia i 
livelli di ATP che la carica energetica dell'adenilato, espressa come 
(½[ADP]+[ATP])/([AMP]+[ADP]+[ATP]),
diminuiscono in maniera significativa nelle cellule trattate. Inoltre il dATP, che 
nelle cellule controllo non è rilevabile, si accumula nelle cellule sottoposte a 
trattamento  (Tabella I). 
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Tabella I 
                         ATP dATP Carica energetica
Tabella 1. Livelli di ATP e dATP (nmol/mg proteine) e carica energetica dell'adenilato in cellule 
ADF incubate per 6, 8 e 15 ore sia in assenza (controllo) che in presenza di  dAdo e dCF 
(trattato). Le misurazioni sono state fatte in quattro differenti campioni per ogni condizione. 
Sono riportati i valori di media + deviazione standard. Significatività statistica: * = p<0,05; ** 
= p<0,01; *** = p<0,005. NR = non rilevabile.
3.2 Effetti della  5'ammino-5'dAdo
Allo scopo di indagare se la fosforilazione della dAdo fosse necessaria per la 
diminuzione  della  vitalità  è  stato  eseguito  il  saggio  dell’MTT  in  cellule 
preincubate con 10 μM 5'NH2-5'dAdo (NH2-dAdo) (Miller et al., 1979) e dCF per 
30  min  e  incubate  con  dAdo  per  24  ore.  La  figura  11  A  mostra  che  la 
fosforilazione della dAdo è richiesta, dato che la presenza dell’inibitore della 
chinasi  aumenta  in  maniera  significativa  la  vitalità  rispetto  al  controllo.  Su 
cellule trattate allo stesso modo sono stati misurati anche i livelli di AMP, ADP, 
ATP e dATP (Fig. 11 B), i metaboliti purinici (Fig. 11 C) e il lattato rilasciato nel 
mezzo di coltura (Fig. 11 D). La  NH2-dAdo è in grado di impedire la formazione 
di dATP nelle cellule trattate con dCF e dAdo e contrastare l'effetto negativo 
della combinazione sulla produzione di lattato mentre non ha alcun effetto sui 
livelli di Ipo, dIno e dAdo. Nelle cellule trattate con dCF e dAdo inoltre, l'utilizzo 
dell'inibitore per la adenosina chinasi comporta un aumento significativo del 
livelli di ATP.
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Tempo di 
incubazione Controllo Trattato Controllo Trattato Controllo Trattato
6 ore 18,8+3,3 13,3+3,3* NR 7,2+2,7 0,91+0,02 0,84+0,04**
8 ore 24,6+5,3 14,1+2,2** NR 9,0+1,1 0,89+0,02 0,80+0,02***
15 ore 20,8+4,4 9,1+0,8*** NR 15,8+1,8 0,91+0,01 0,80+0,03***
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Figura 11  Effetto della NH2-dAdo  sulla vitalità, sul pool di adenilato, sui metaboliti 
purinici e sul lattato.
(A)  Le  cellule  sono  state  preincubate  per  30  minuti  sia  in  assenza  (colonne  blu)  che  in 
presenza  (colonne  rosse)  di  10  μM NH2-dAdo .  Se  indicato,  nella  preparazione  era  anche 
presente 1 μM dCF. Le cellule sono state poi incubate per 24 ore sia in assenza che in presenza 
di  120  μM dAdo.  La  vitalità  è  misurata  come % di  riduzione dell'MTT rispetto  alle  cellule 
controllo. I risultati sono espressi come media + SD. P<0,001 dCF+dAdo rispetto a dCF+dAdo 
e NH2-dAdo.
(B) Le cellule sono state preincubate per 30 minuti sia in assenza che in presenza di 10 μM 
NH2-dAdo  come descritto in figura. Se indicato, nella preparazione era anche presente 1 μM 
dCF. Le cellule sono state poi incubate per 8 ore sia in assenza che in presenza di 120  μM 
dAdo.  Le  concentrazioni  di  AMP,  ADP,  ATP  e  dATP  sono  state  misurate  come  descritto  in 
Materiali e Metodi. P<0,05 ADP rispetto a ADP con NH2-dAdo; P<0,001 ADP rispetto a ADP con 
dCF+dAdo e NH2-dAdo; P<0,01 ADP di dCF+dAdo rispetto a ADP con dCF+dAdo e NH2-dAdo; 
P<0,001 ATP rispetto ad ATP con dCF+dAdo; P<0,001 ATP con dCF+dAdo rispetto a ATP con 
dCF+dAdo e NH2-dAdo; P<0,001 dATP con dCF+dAdo rispetto a dATP non trattato, con NH2-
dAdo e  con dCF+dAdo e NH2-dAdo.
(C ) e (D) Le cellule sono state preincubate per 30 minuti sia in assenza che in presenza  di 10 
μM NH2-dAdo  come descritto in figura. Se indicato, nella preparazione era anche presente 1 
μM dCF. Le cellule sono state poi incubate per 8 ore sia in assenza che in presenza di 120 μM 
dAdo.Il terreno è stato raccolto e i livelli di  metaboliti (C) e di lattato (D) sono stati misurati 
come descritto in Materiale e Metodi. Significatività statistica: p<0,01 dCF+dAdo rispetto a 
dCF+dAdo e NH2-dAdo.
3.3  Analisi  della  densità  cellulare  e  mitocondriale  con 
microscopia confocale
Tramite  l'utilizzo  di  un  microscopio  confocale  sono  state  ottenute  immagini 
delle cellule, analizzate poi tramite programmi di analisi dell'immagine. E' stata 
osservata una riduzione della densità cellulare dopo trattamento per 15 ore con 
sola dCF o con dCF e dAdo (Fig. 12 B). Inoltre, è stato possibile  calcolare il 
contenuto mitocondriale delle cellule dopo marcatura con la sonda fluorescente 
MT-GREEN.  L'incubazione con  dAdo per  15  ore  induce un  incremento  della 
fluorescenza associata ai mitocondri che risulta pari a 1,8 volte il controllo. Il 
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trattamento con dCF produce un incremento della fluorescenza mitocondriale di 
4,5 volte mentre l'incubazione delle cellule con dCF e dAdo congiuntamente 
porta ad un aumento di 3,5 volte (Fig.  12 C).
Figura 12 Effetto dell'alterazione del metabolismo purinico sulla densità cellulare e 
massa mitocondriale.
Le cellule sono state trattate con dAdo, dCF o con entrambe. L'effetto sulla densità cellulare e 
la morfologia è mostrato nel pannello A. La densità cellulare è stata calcolata per mezzo di un 
software specifico come descritto in Materiali e Metodi e i risultati sono riportati nel pannello B. 
La massa mitocondriale è stata calcolata tramite l'utilizzo di sonde fluorescenti e microscopia 
confocale, i dati ottenuti sono stati processati e riportati nel pannello C. I dati sono espressi 
come  percentuale  rispetto  ai  controlli  (media  ±  Errore  standard)  di  tre  esperimenti 
indipendenti.  Gli  esperimenti sono stati ripetuti almeno 3 volte e i  dati rappresentati come 
percentuale rispetto al controllo (media ± ES). Significatività statistica: *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,005.
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3.4 Effetto dell'inibizione dell'ADA  sui mROS
E'  noto  che  i  mitocondri  hanno  una  grande  importanza  per  la  produzione 
energetica della cellula, producono ROS e sono coinvolti nelle vie di trasduzione 
dei  segnali  che  portano  a  morte  programmata.  Abbiamo  investigato  se 
l'inibizione  dell'  ADA  agisse  sulla  funzionalità  dei  mitocondri  andando  ad 
alterare i livelli di mROS. Dopo 15 ore di trattamento con solo dAdo o dCF, si 
osserva un incremento nei livelli di mROS di circa il 30% che raggiunge il  38% 
in seguito al  trattamento congiunto di dCF e dAdo. Le cellule incubate con dCF 
e dAdo mostrano inoltre una riduzione del volume cellulare e “blebbing”, chiari 
segnali di morte apoptotica (Fig. 13). 
Figura  13  ROS  mitocondriali  generati  in  risposta  all'alterazione  del  metabolismo 
purinico.
 Immagini  rappresentative  ottenute  tramite  microscopia  confocale  di  cellule  ADF,  sono 
mostrate  nel  pannello  A.  Per  esaminare  la  produzione  di  ROS  nei  mitocondri  sono  state 
utilizzate  sonde fluorescenti  MT-CMX ROS e MT-GREEN e le  immagini  ottenute  sono  state 
sovrapposte(A).  I  livelli  di  ROS  sono  espressi  come  rapporto  F/F0 (dove  F0   indica  la 
fluorescenza del controllo) e normalizzati con la massa mitocondriale totale (B).  I dati sono 
espressi come percentuale rispetto ai controlli (media  ± Errore standard) di tre esperimenti 
indipendenti. Significatività statistica: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005 
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3.5 Effetto di antiossidanti  sulla vitalità cellulare 
La vitalità cellulare è stata misurata con il saggio dell'MTT. Il trattamento con 
dCF  e  dAdo  riduce  significativamente  la  vitalità  dopo  almeno  15  ore  di 
trattamento, d'accordo con esperimenti precedentemente descritti (Garcia-Gil 
et  al.,  2012,  vedere  introduzione).  L'aggiunta  di  N-acetil-cisteina  (NAC, 
concentrazioni finali 0,5 - 4 mM), non ha prodotto nessuna variazione di vitalità 
rispetto alle cellule non trattate con NAC. La figura 14 mostra i risultati ottenuti 
con 1 mM NAC. Un altro tipo di antiossidante, la melatonina a concentrazioni 
20 µM non ha effetti significativi sulle cellule trattate (Fig. 15). Effetti simili 
sono stati riscontrati a  200 µM (dati non mostrati).
Figura 14 Effetto della NAC sulla vitalità cellulare
Le cellule sono state trattate in presenza (colonne rosse) o assenza (colonne blu) di 1mM NAC 
per 15 ore in presenza dei composti indicati in figura, quindi ne è stata misurata la vitalità con 
il saggio dell’MTT come descritto in Materiali e Metodi. I valori sono stati normalizzati rispetto 
ai valori di assorbanza di cellule cresciute senza NAC, dCF e dAdo. I dati sono espressi come 
media ± deviazione standard. 
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Figura 15  Effetto della melatonina sulla vitalità cellulare.
Le cellule sono state trattate in presenza (colonne rosse) o assenza (colonne blu) di 20 µM 
melatonina per 24 ore in presenza dei composti indicati in figura, quindi ne è stata misurata la 
vitalità  con  il  saggio  dell’MTT  come  descritto  in  Materiali  e  Metodi.  I  valori  sono  stati 
normalizzati rispetto ai valori di assorbanza di cellule cresciute senza melatonina, dCF e dAdo. 
I dati sono espressi come media ± deviazione standard.
3.6 Effetto della NAC sui livelli di lattato
Allo scopo di indagare se il  trattamento con antiossidanti alteri  il  rilascio di 
lattato nel mezzo di coltura, le cellule sono state trattate con dCF e dAdo in 
presenza e in assenza di 1 mM NAC. La figura 16 mostra che l'utilizzo di questo 
antiossidante non ha effetti significativi.
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Figura 16 Effetto della NAC sul livello di lattato.
Le cellule sono state incubate per 15 ore in presenza o assenza di 1 mM di NAC da sola o in 
aggiunta a dCF e dAdo. Il terreno è stato prelevato e il lattato analizzato come descritto in 
Materiali  e  Metodi.  I  dati  sono  mostrati  come  medie  della  concentrazione  del  lattato  ± 
deviazione standard di un esperimento rappresentativo condotto in triplicato.
3.7 Effetto dell'Immucillin H sui livelli di lattato
Ci siamo chiesti se la diminuzione di lattato rilasciato nel mezzo di coltura fosse 
effetto esclusivo dell'inibizione dell'ADA e conseguente accumulo di dAdo o se 
risultasi  anche dell'inibizione della  PNP,  che risulta in un accumulo di  dIno. 
L'incubazione delle cellule in presenza di Immucillin H produce un accumulo di 
dIno (Fig. 17), ma non ha effetti sul lattato rilasciato nel mezzo di coltura (Fig. 
18).
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Figura 17  Effetto dell'inibizione della PNP  con immucillin H  sui livelli dei metaboliti 
purinici.
Le cellule sono state preincubate per 30 minuti in presenza  di 0,5 μM Immucillin H e  incubate 
per i tempi indicati con dAdo. Il terreno è stato raccolto e i metaboliti misurati mediante HPLC 
come descritto in Materiali e Metodi. I dati sono espressi come media ± deviazione standard di 
un  esperimento  condotto  in  triplicato.  Risultati  simili  sono  stati  ottenuti  in  almeno  3 
esperimenti indipendenti. 
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Figura 18 Effetto dell'immucillin H sui livelli di lattato.
Le cellule sono state preincubate in presenza o in assenza di 0,5 μM Immucillin H per 30 minuti 
e 120 μM dAdo per i tempi indicati. Il terreno è stato raccolto per misurare i livelli di lattato 
come descritto in Materiali e Metodi. I dati sono espressi come media ± deviazione standard di 
almeno due esperimenti condotti in triplicato.
3.8 Rilascio del citocromo c e alterazione dei livelli di NADH 
Per  accertare  il  coinvolgimento  della  via  mitocondriale  nella  morte  indotta 
dall'inibizione di ADA in presenza dAdo, è stato investigato la traslocazione del 
citocromo c dal mitocondrio al citosol dopo 8 e 15 ore di trattamento (Fig. 19).
E' stata osservata una diminuzione significativa dei livelli di NADH nelle cellule 
trattate con dCF e dAdo per 15 ore, passando  da un valore  di  1,22  + 0,8 
nmol/mg di proteina nei controlli a 0,5  + 0,4 nmol/mg nelle cellule trattate 
(n=10,  p= 0,017).  Il  contenuto di  NAD+   invece non è alterato in maniera 
significativa: nei  controlli  è   4,8  + 1,1 nmol/mg  di  proteina  e nelle cellule 
trattate è 3,4  + 1,6 nmol/mg  (n=8).  Gli  esperimenti  effettuati  con cellule 
trattate per 8 ore con dCF e dAdo non hanno evidenziato variazioni nei livelli di 
NADH e NAD+.
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Figura 19 Rilascio del citocromo c dai mitocondri.
Le cellule sono state trattate con sola 120 μM dAdo  (-) o in combinazione con 1 μM dCF (+). 
La componente citoplasmatica è  stata estratta  e analizzata  tramite  western  Blotting  come 
descritto in Materiali e Metodi. Risultati simili sono stati ottenuti in  due esperimenti condotti in 
duplicato.  
3.9 Effetto dell'inibizione dell'ADA sulle caspasi-2 e 9
Da esperimenti precedenti (vedere introduzione) è noto che il trattamento con 
dCF e dAdo porta ad un'attivazione della  caspasi-3. In questo lavoro abbiamo 
misurato  l'attività  di  due  caspasi  iniziatrici,  la  2  e  la  9  tramite  un  saggio 
colorimetrico descritto in Materiali e Metodi. 
Per  quanto  riguarda  la  caspasi-2,  non  è  stato  osservato  nessun  aumento 
rispetto ai controlli in cellule incubate con dCF e dAdo per 3 ,7, 8 e 9 ore di 
trattamento (Fig. 20). Allo scopo di valutare l'idoneità del saggio della caspasi-
2 nelle nostre condizioni esperimentali, abbiamo confermato l'attivazione della 
caspasi-2  nelle  cellule  ADF  dopo  7  ore  di  trattamento  con  2-Cl-adenosina 
descritta da Ceruti et al. (2003) (Dati non mostrati).
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Figura 20 Effetto dell'incubazione con dCF e dAdo sull'attività delle Caspasi-2.
Le cellule sono state incubate in assenza (controllo) o presenza di dCF e dAdo per i tempi 
indicati.  Nella  figura  è  rappresenta  l'attività  media  della  caspasi-2  rispetto  ai  controlli  ± 
deviazione standard di  un esperimento tipico condotto in  triplicato.  Non ci  sono differenze 
significative fra cellule controllo e cellule trattate.
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La  caspasi-9  viene  attivata  in  molti  tipi  cellulari  con  la  formazione 
dell'apoptosoma dopo il rilascio del citocromo c dal mitocondrio.  Non è stata 
riscontrata attivazione della caspasi-9 dopo incubazione con dCF e dAdo per 5, 
8, e 15 ore (Fig. 21) . 
Figura 21 Effetto dell'incubazione con dCF e dAdo sull'attività delle Caspasi-9.
La figura rappresenta la velocità media di reazione ± deviazione standard di un esperimento 
tipico condotto in triplicato, nel quale è stata saggiata l’attività della caspasi-9 in estratti di 
cellule incubate per  i tempi indicati in presenza (colonne rosse) o assenza (colonne blu) di 1 
μM di dCF e 120 μM di dAdo.
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CAPITOLO 4
DISCUSSIONE
È noto che il dismetabolismo delle purine è associato a disfunzioni psicomotorie 
ma  non  è  chiaro  il  legame  molecolare  tra  le  alterazioni  metaboliche  e  le 
manifestazioni neurologiche che si osservano in molti casi. In particolare, la 
deficienza  dell’enzima  ADA  (che  catalizza  la  deaminazione  dell’Ado  e  della 
dAdo)  è  associata  a  una  grave  immunodeficienza  e  ad  anomalie  nel 
funzionamento  di  molti  organi.  Sebbene  il  trapianto  di  midollo  osseo  o  la 
terapia genica siano in grado di risolvere i problemi del sistema immunitario, i 
disturbi neurologici rimangono evidenti e si aggravano con l’aumentare dell’età 
del bambino (Rogers et al., 2001; Hönig et al., 2007). Gli astrociti non solo 
giocano un ruolo fondamentale nelle funzioni del sistema nervoso, fornendo 
supporto  trofico  e  substrati  energetici  ai  neuroni,  ma  studi  recenti  hanno 
dimostrato  che  alterazioni  nel  loro  funzionamento  contribuiscono  alla 
patofisiologia di disturbi neurologici quali epilessia, emicrania, ictus e malattie 
neuroinfiammatorie (Ricci et al., 2009).
Per chiarire l'effetto del dismetabolismo purinico sul sistema nervoso, i nostri 
studi sono stati effettuati su una linea cellulare di astrocitoma umano, in cui è 
stata mimata la deficienza di ADA.  È stata utilizzata dAdo e non  Ado per 
evitare  che  il  metabolita  da  noi  aggiunto  interagisse  con  recettori  specifici 
presenti nella cellula (Verkhratsky et al., 2009), rendendo difficile distinguere 
tra l'effetto metabolico e quello mediato da recettori. Inoltre l'effetto nocivo 
dovuto a deficienza di ADA è correlato ad un accumulo dei derivati di dAdo, 
specialmente dATP (Takeda et al., 1991; Hirschhorn, 1993).
A seguito del trattamento è stato possibile osservare una diminuzione nei livelli 
di ATP e conseguentemente della carica energetica già dopo 6 ore, quando non 
è ancora visibile alcun effetto sulla vitalità cellulare. Dato che la Km per la  Ado 
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e  dAdo degli  enzimi  Ado  chinasi  e  ADA è  di  0,2  e  50  μM rispettivamente 
(Yamada  et  al.,  1980;  Franco  et  al.,  1981),  si  assume  che  a  basse 
concentrazioni  (<5 μM) la dAdo  sia  in  maggior parte fosforilata, mentre ad 
alte  concentrazioni  (come  quelle  utilizzate  per  i  nostri  studi)  prevalga  il 
processo di deaminazione (Arch and Newsholme, 1978). Con l'aggiunta di dCF 
nel mezzo di coltura  la dAdo, che non è più soggetta a deaminazione, diventa 
substrato per le chinasi presenti all'interno della cellula. La fosforilazione della 
dAdo  porta  ad  una  diminuzione  dei  livelli  intracellulari  di  ATP.  Come 
conseguenza,  anche  la  carica  energetica  dell'adenilato  diminuisce  con  un 
relativo  aumento  di  dATP.  I  risultati  ottenuti  evidenziano  uno  stretto 
collegamento tra la riduzione di ATP, l'aumento di dATP e la diminuzione della 
vitalità delle cellule che si evidenzia dopo l’alterazione dei livelli dei nucleotidi. 
Inoltre come dimostrato dagli esperimenti condotti con  NH2-dAdo , un inibitore 
della adenosina chinasi (Miller et al., 1979), il blocco della formazione di dATP e 
l’aumento di ATP sono accompagnati da un mantenimento della vitalità che 
rimane  simile  ai  controlli.  In  analogia  con  i  nostri  dati,  l'adenosina  chinasi 
sembra  avere  un  ruolo  centrale  nella  tossicità  del  deossinucleoside  nella 
combinazione  con  dCF  anche  in  cellule  di  carcinoma  umano.  L'effetto 
citotossico  viene  quasi  completamente  annullato  in  tre  linee  cellulari  con 
l'inibizione  dell'adenosina  chinasi  (Camici  et  al.,  1995;  Bemi  et  al.,  1998; 
Giorgelli et al., 2000).
I  mitocondri   partecipano  alla  morte  cellulare  programmata  rilasciando 
composti proapoptotici nel citoplasma  (Nagley et al., 2009). Inoltre sono il 
luogo di  produzione di  ROS ed è noto che lo stress ossidativo è una delle 
principali cause di morte cellulare. Per questi motivi è stata posta l'attenzione 
sui  mitocondri.  Le  rilevazioni  con  sonde  fluorescenti  hanno  mostrato  un 
aumento  della  massa mitocondriale  in cellule trattate sia con dAdo e dCF 
singolarmente sia in combinazione. Allo stesso modo anche i livelli di mROS, 
misurati  sempre  tramite  l'utilizzo  di  sonde  fluorescenti,  mostrano  un 
incremento  nelle  cellule  incubate  con  dAdo  o  dCF,   effetto  che  risulta 
incrementato quando entrambi i composti sono aggiunti al mezzo di coltura. I 
nostri dati dimostrano che gli alti livelli  di mROS non sono necessariamente 
collegati  alla  morte  cellulare.  Sebbene il  trattamento  con dAdo da sola  sia 
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responsabile di un incremento nei livelli di mROS, esso non altera la vitalità 
cellulare.  Questi  risultati  sono  in  accordo  con  quelli  ottenuti  in  cellule  di 
epatoma HepG2 e in mioblasti di topo che indicano che lo stress ossidativo non 
sempre è associato ad apoptosi (Palmeira et al., 2007; Yu et al., 2006; Yu et 
al.,  2008).  Esperimenti  condotti  in  astrociti  hanno  dimostrato  che  il  loro 
contenuto  mitocondriale  di  ROS è  tre  volte  maggiore  di  quello  citosolico  e 
nucleare.  Inoltre,  quando  il  danno  ossidattivo  è  lieve  i  livelli  di  mROS 
incrementano  in  modo  etereogoneo;  c'è  infatti  una  grande  variabilità  nel 
contenuto di ROS tra i mitocondri e la rete mitocondriale viene riorganizzata in 
modo da isolare i mitocondri danneggiati irrimediabilmente e da prevenire la 
propagazione di ROS. Affinché la cellula vada incontro ad apoptosi o necrosi è 
necessario  invece  che  il  danno  ossidativo  sia  esteso.  In  questo  caso 
l'incremento dei ROS avviene in maniera omogenea, si osserva  arresto dei 
movimenti, fissione e rigonfiamento dei mitocondri che portano alla morte della 
cellula (Jou, 2008).
L'aumento  da  noi  osservato  della  massa  mitocondriale  è  considerato  un 
meccanismo di difesa che la cellula  utilizza in risposta ad un aumento dello 
stress ossidativo (Lee and Wei, 2005),  come quello da noi osservato. Risultati 
analoghi sono stati ottenuti in cellule epatiche in cui lo stress ossidativo era 
stato  indotto  dal  trattamento  con  Efavirenz,  un  farmaco  antiretrovirale 
(Apostolova  et  al.,  2010).  La  biogenesi  mitocondriale  mediata  da  ROS 
probabilmente avviene tramite il fattore di trascrizione mitocondriale Tfam, il 
fattore respiratorio nucleare-1 e il coattivatore transcrizionale PPAR. Alcuni di 
questi effetti sono mediati dalla protein chinasi dipendente da AMP (AMPK) (Yu 
and  Yang,  2010).  E’  ipotizzabile  che  la  presenza  di  dCF  da  sola  o  in 
combinazione con dAdo, inducendo un aumento in AMP e dAMP possa causare 
attivazione della AMPK, e la generazione di nuovi mitocondri.
Per  comprendere  meglio  l'effetto  degli  elevati  livelli  di  mROS  nelle  cellule 
trattate  è  stato  investigato  se  l'utilizzo  di  antiossidanti  nel  mezzo  potesse 
influenzare la vitalità cellulare. La NAC è una  fonte di precursori per la sintesi 
di GSH che riduce i  livelli  di ROS e inibisce l'apoptosi in diverse condizioni 
sperimentali  (Ferrari  et  al.,  1995;  Kim et  al.,  2006);  la   melatonina  è  un 
potente antiossidante in grado di ridurre i livelli di O2- e di proteggere dallo 
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stress ossidativo e dal danno da radicali liberi molti tipi di cellule, neuroni e 
astrociti compresi (Skapper et al., 1988; Uchida et al., 2008; Das et al., 2008). 
L’incubazione in presenza di NAC o di melatonina  non ha ridotto in maniera 
significativa la morte cellulare dovuta al trattamento con dCF e dAdo. Questi 
risultati  suggeriscono  che  l'aumento  di  mROS  accompagna  l'apoptosi  nel 
trattamento con dCF e dAdo ma non è la causa. 
L'analisi  delle  immagini  ottenute  con  il  microscopio  confocale  presentate  in 
questa tesi  mostrano una riduzione significativa della densità cellulare nelle 
cellule trattate con dCF e dAdo, in accordo con studi precedenti dove è stato 
dimostrato  che  il  trattamento  per  almeno  15  ore  con  dCF  e  dAdo 
congiuntamente  riduce la vitalità in maniera significativa. Nelle cellule trattate 
con solo dCF non si sono osservate variazioni della vitalità (Garcia-Gil et al., 
2012)  ma  l’analisi  delle  immagini  ha  mostrato  una  riduzione  di  densità 
cellulare. I dati ottenuti negli esperimenti precedenti si basano su metodi che 
misurano la capacità di  riduzione dell’MTT o il  rilascio di  LDH nel  mezzo di 
coltura. È quindi possibile che la minore densità delle cellule non corrisponda a 
una  riduzione  apprezzabile  del  contenuto  enzimatico  della  cellula.  La 
diminuzione della densità cellulare potrebbe essere mascherata da un aumento 
dell'attività enzimatica misurata. Infatti, abbiamo osservato che il numero di 
mitocondri aumenta di 4,5 volte dopo il  trattamento con dCF; questo aumento 
probabilmente  influenza i risultati di vitalità ottenuti come misura dell'attività 
delle riduttasi mitocondriali.
Un altro  scopo di  questo lavoro è quello  di  comprendere i  meccanismi che 
stanno alla base della diminuzione osservata nei livelli di lattato rilasciato nel 
mezzo da cellule trattate con dCF e dAdo.
Considerando l'incremento dei  livelli  di  mROS osservato, ci  siamo chiesti  se 
incubando  le  cellule  con  NAC,  fosse  possibile  vedere  qualche  effetto  sulla 
produzione di lattato. I dati ottenuti non mostrano una differenza significativa 
in cellule incubate per 15 ore, quando la diminuzione di lattato è ben visibile. 
Si può ipotizzare che l'aumento dei livelli di ROS non sia una delle cause della 
minor produzione di  lattato.  Le cellule  trattate potrebbero aver  diminuito  il 
lattato rilasciato nel mezzo perché necessitano di grandi quantità di energia e 
quindi di piruvato. Questo spiegherebbe anche l'aumento di ROS, è noto che a 
72
seguito di un'intensa attività della catena di trasporto degli elettroni i livelli di 
ROS incrementano. 
Negli  esperimenti  in  cui  l'Immucillin  H,  un  inibitore  della  PNP  che  causa 
l'accumulo di dIno, viene utilizzato al posto della dCF non ci sono effetti sul 
lattato rilasciato. Questi dati sperimentali indicano che  l'effetto sui livelli  di 
lattato sembra essere collegato alla presenza continua di alte concentrazioni di 
dAdo (o dei suoi metaboliti) causata dalla presenza di dCF nel mezzo di coltura. 
Inoltre  gli   esperimenti  condotti  in  presenza  dell’inibitore  della  Ado  chinasi 
indicano che la trasformazione in dATP è necessaria per la diminuzione della 
concentrazione di lattato nel mezzo di coltura. Inoltre, quando la NH2-dAdo è 
aggiunta alle  cellule  trattate  i  livelli  di  ATP rimangono inalterati  rispetto  al 
controllo e questo potrebbe rendere ragione dei risultati osservati.
I bassi livelli di NADH osservati nelle cellule trattate per 15 ore con dCF e dAdo 
è coerente con la diminuzione di lattato. Tuttavia dopo 8 ore di incubazione c'è 
una diminuzione significativa di lattato rilasciato nel terreno ma non dei livelli 
di NADH.
La diminuzione del lattato nelle cellule trattate potrebbe essere dovuta ad una 
minore capacità di trasporto del glucosio all'interno della cellula. Questa ipotesi 
dovrà essere indagata in  futuro.
Le  caratteristiche  morfologiche  delle  cellule  trattate  con  dCF  e  dAdo  sono 
compatibili  con  la  morte  apoptotica.  In  esperimenti  precedenti  è  stato 
dimostrato un aumento dell'attività della caspasi-3 di circa sette volte e mezzo 
nelle cellule trattate con dCF e dAdo per 24 ore rispetto ai controlli  (Garcia-Gil 
et al., 2012, vedere introduzione). Al fine di conoscere il meccanismo di tale 
attivazione, sono state misurate le attività sia della caspasi-2 sia della caspasi-
9, entrambe caspasi iniziatrici.  Per quanto riguarda la caspasi-2 è noto che 
nelle cellule ADF  c'è un picco nell'attivazione dopo 7 ore di incubazione con 
cloro-Ado  e  cloro-2'-dAdo  (Ceruti  et  al.,  2003).  Nelle  nostre  condizioni 
sperimentali  non  c'è  un  aumento  dell'attivazione  in   nessuno  dei  tempi 
investigati (3, 7, 8 e 9 ore). Questi risultati suggeriscono che la caspasi-2 non 
sia responsabile dell'attivazione della caspasi-3.
La caspasi-9 è spesso coinvolta nella via intrinseca apoptotica. Uno dei punti 
chiave di questo modello è il rilascio del citocromo c nel citoplasma, che andrà 
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poi  a  formare  l'apoptosoma,  responsabile  dell'attivazione della  caspasi-9.  Il 
contenuto citoplasmatico di citocromo c rilasciato aumenta nelle cellule trattate 
rispetto al controllo dopo 15 ore, quando iniziano a manifestarsi gli effetti sulla 
vitalità cellulare e la produzione di ROS.
Sebbene  sembri che sia innescata la via intrinseca apoptotica, non è stato os-
servato alcun incremento dell'attività della caspasi-9 nelle cellule trattate nei 
tempi da noi osservati. Dalla letteratura è noto che nelle cellule ADF è presente 
una mutazione puntiforme nella caspasi-9: avviene una transizione da una C 
ad una T in posizione 83, che comporta la sostituzione dell’amminoacido in po-
sizione 23 da alanina a valina situato nella regione che interagisce con i fattori 
mitocondriali. La mancata attivazione da noi osservata potrebbe essere dovuta 
proprio a tale mutazione (Ceruti et al., 2005).  
Il meccanismo dell'attivazione della caspasi-3 nelle nostre condizioni sperimen-
tali rimane ancora sconosciuto. Altre proteine rilasciate dal mitocondrio potreb-
bero  essere  la  causa  dell'attivazione  della  caspasi  esecutrice.  È noto  che 
Omi/HtrA2 e Smac/Diablo si legano a inibitori di proteine apoptotiche (IAP), 
promuovendo  il  rilascio  di  caspasi  attive,  inclusa  la  caspasi-3.  Inoltre 
Omi/HtrA2 tramite la sua attività serin proteasica può degradare  le proteine 
IAP, come  l'inibitore della caspasi-8 Pea-15, che è una fosfoproteina abbon-
dante negli astrociti (Fiory et al., 2009). La conseguente attivazione della ca-
spasi-8 potrebbe portare all'attivazione della caspasi-3 (Trencia et al., 2004; 
Vande Walle et al., 2008). Inoltre non è da escludere la partecipazioni della ca-
spasi-6, che in alcuni casi agisce come caspasi iniziatrice (Allsopp et al., 2000), 
o di altre proteasi come la calpaina (Saez et al., 2006) o le catepsine (Conus e 
Simon, 2008).
I risultati ottenuti in questa tesi insieme ai risultati ottenuti precedentemente 
indicano che l'inibizione di ADA causa diversi effetti nocivi nel funzionamento 
delle cellule ADF. Tali effetti non sembrano essere esclusivamente dovuti al ben 
conosciuto effetto inibitorio dell’accumulo di dATP sulla ribonucleotide reduttasi 
e come conseguenza nella replicazione del DNA. Le cellule rispondono al tratta-
mento con una diminuzione di rilascio di lattato al terreno di coltura e con una 
diminuzione della vitalità il cui meccanismo deve essere ancora chiarito. Se le 
condizioni sperimentali rispecchiano la deficienza di ADA, è possibile che una 
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diminuzione del supporto energetico da parte degli astrociti possa innescare 
problemi nei funzionamenti di alcuni circuiti neuronali.
Gli esperimenti sono stati condotti in cellule di astrocitoma, ed è possibile che 
le  cellule  tumorali  rispondano in modo diverso dei  normali  astrociti.  D’altro 
canto i nostri esperimenti descrivono la risposta di un glioma di origine astroci-
tica, un tumore noto per la sua resistenza a diversi approcci chemioterapeutici 
ad un trattamento che coinvolge il metabolismo delle purine. Spesso la resi-
stenza ai farmaci dipende da difetti nelle vie apoptotiche. E’ pertanto interes-
sante il fatto che il trattamento da noi usato sia in grado di aumentare la morte 
di queste cellule tumorali. 
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CAPITOLO 5
CONCLUSIONI
In conclusione, il trattamento delle cellule ADF con dCF e dAdo porta ad una 
diminuzione del  lattato rilasciato nel  terreno di  coltura, ad una diminuzione 
della  carica  energetica,  e  ad  un  accumulo  di  dATP.  
Inoltre nelle cellule trattate si osserva un aumento della massa mitocondriale e 
dei mROS, il rilascio di citocromo c e la diminuzione della vitalità.
L'aumento di ROS non sembra essere la causa né della diminuzione del lattato 
né della diminuzione della vitalità. 
Il  meccanismo di  attivazione della  caspasi-3  non  è  ancora  chiaro,  ma non 
sembra riguardare né la caspasi-2 né la caspasi-9. 
Considerando l'importanza degli astrociti nel metabolismo dei neuroni, questi 
risultati  forniscono  qualche  spunto  per  chiarire  i  meccanismi  alla  base  dei 
difetti neurologici tipici dei pazienti affetti da deficienza di ADA.
Inoltre, come detto in precedenza, la diminuzione della vitalità delle cellule ADF 
trattate  con  dCF  e  dAdo  può  fornire  uno  spunto  per  il  trattamento  dei 
glioblastomi che generalmente comportano una prognosi infausta.
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